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Modifizierte Cytochrom P450-Monooxygenasen 

Die vorliegende Erfindung betrifft modifizierte Cytochrom 
5 P450-Monooxygenasen mit verandertem Substratprof il, dafur kodie- 

^reride^Nuk^L^ 

rekombi*nanteifc^^^ enthalten so- 

* wie Welvf ahr t en^zur»mikrobiologisGhen H oder 
subtei?minal^hydcoxy^ 

10 

Die Monooxygenase mit der Bezeichnung P450 BM-3 ist ein Cytochrom 
P450-Enzym aus Bacillus megaterium und besitzt eine ausgepragte 
Sequenzhomologie mit P450-Enzymen aus Saugern (1). Aufgrund die- 
ser Ubereinstimmungen stellt P450 BM-3 ein ausgezeichnetes Mo- 

15 dellsystem flir diese Klasse von P450-Enzymen dar. P450 BM-3 hy- 
droxyliert in erster Linie langkettige gesattigte Fettsauren an 
ihrem co-1- , co-2- und co-3-Kohlenstof f atom. Amide oder Alkoholana- 
loga und Epoxide langkettiger ungesattigter Fettsauren werden 
ebenf a^lvLs^umge'setzt (1-3 ) ' Die^^ fur gesat- 

20 tigte tBettes.au*^ das Ket- 

terilangen^ppteimum^^ Koh*lenst^f^?atomen- liegt . Das En- 

zym-zei~g1^kei*ne^ka^ mit einer 

25 ^^ssS^^^^m^^^^M^Mi^m 

Auf gabeSder^vdr-l^i r egehden' Er*f [iifidung^war^e^d^Kfer> ^Cytochrom 
P450-Monooxygenase-Mutanten bereitzustellen, welche im Vergleich 
zum Wildtyp-Enzym ein modif iziertes Substratprof il zeigen. Insbe- 

30 sondere sollten neue Mutanten bereitgestellt werden, welche ge- 
sattigte aliphatische Carbonsauren in anderer Kettenposition hy- 
droxylieren und/oder eine modifizierte Substratspezif itat besit- 
zen. Vor allem sollten Mutanten bereitgestellt werden , welche ka- 
talytische Aktivitat gegeniiber aliphatischen Carbonsauren mittle- 

35 rer Kettenlange, insbesondere mit einer Kettenlange von 8 bis 12 , 
wie z. B. 8 bis 10 Kohlenstof f atomen besitzen, und diese subter- 
minal, vor al»Iem**an J den Positionen co-1 , o)-2^u>ndv&oder co-3 hydroxy- 
lieren. 

40 Diese^A\Mgaben^wui*den^ Bereit- 
stellung modif izierter Cytochrom P450-Monooxygenasen, welche 
durch eine Kombination aus gerichteter Evolution und ortsspezifi- 
scher Mutagenese ihres Substrat-bindenden Bereichs im Vergleich 
zum Wildtyp ein verandertes Reaktivitatsmuster bei der terminalen 

45 und/oder subterminalen enzymatischen Hydroxylierung von aliphati- 
schen Carbonsauren zeigen. 
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Ein "verandertes Substratprof il" bedeutet in Rahmen der vorlie- 
genden Erfindung a) eine Verbesserung der Reaktivitat der Mutante 
gegenuber zumindest einer hydroxylierbaren aliphatischen Carbon- 
saure Oder einem hydroxylierbaren Carbonsaurederivat im Vergleich 
zum Wildtyp-Enzym und/oder b) eine Verschiebung der bevorzugten 
terminalen Oder subterminalen (co-1, (0-2, o>-3, co-4, insbesondere 
(D-l bis co-3) Hydroxylierungsposition an wenigstens einer hydroxy- 
lierbaren Carbonsaure Oder einem hydroxylierbaren Carbonsaurede- 
rivat . 

Die erf indungsgemaflen Monooxygenasen sind vorzugsweise abgeleitet 
von Cytochrom P450 Monooxygenasen der Enzymklasse E.C. 1.14.-.-/ 
insbesondere aus der P450-Familie CYP102, und sind eukaryotischen 
oder prokaryotischen, insbesondere bakteriellen Ursprungs. 

15 

Eine besonders bevorzugte Gruppe von Mutanten ist abgeleitet von 
Cytochrom P450 Monooxygenase BM-3 aus Bacillus megaterium mit ei- 
ner Aminosauresequenz gemafl SEQ ID NO: 2, welche wenigstens eine 
funktionale Mutation in einem der folgenden Aminosauresequenzbe- 
20 reiche aufweist: 24-28, 45-51, 70-72, 73-82, 86-88, 172-224 und 
352-356, mit der MaBgabe, dass mehr als einer dieser Bereiche mu- 
tiert ist, wenn das Enzym die Mutation F87A tragt; sowie funktio- 
nale Aquivalente dieser Mutanten. 

25 Die jeweilige Mutation wird im Rahmen der vorliegenden Beschrei- 
bung im Aminosaure-Einbuchstabencode angegeben. Vor der Zahl, 
welche die Sequenzposition der Mutation bezeichnet, ist die ur- 
spriingliche Aminosaure, nach der Zahl die modifizierte Aminosaure 
angegeben. 



30 



35 



Eine "funktionale Mutation" im Sinne der vorliegenden Erfindung 
umfasst einen Aminosaureaustausch in den genannten Sequenzberei- 
chen, welcher zu einem "veranderten Reaktivitat smuster" gemafl 
obiger Definition fiihrt. 

Besonders bevorzugt sind erf indungsgemaB P450 BM-3-Monooxygenase- 
Mutanten, welche wenigstens je eine funktionale Mutation in den 
Aminosauresequenzbereichen 86-88 und gegebenenf alls 172-224 (ge- 
maB SEQ ID NO: 2) enthalten. 

40 

Eine erste Gruppe (A) geeigneter Mutanten weisen wenigstens eines 
der folgenden Aminosauresubstitutionsmuster auf : 

a) F87V; 

45 b) F87A, L188K; 

c) F87V, L188K; 

d) F87A, L188K; A74G; 
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e) F87V, L188K f A74G; 

f) F87A, L188K, A74G, R47F? 

g) F87V, L188K, A74G, R47F; 

h) F87A, L188K, A74G, R47F, V26T; oder 
5 i) F87V, L188K, A74G f R47F, V26T; 

. sowie f uhktionaleV Aquivalen v te v davon . 

Eine *wei*tere Gruppe (B) geeigneter Mutanten- weist eine einzelne 
10 der folgenden Aminosauresubstitutionen auf : 



a) 


V26T, 


b) 


R47F, 


c) 


S72G f 


d) 


A74G, 


e) 


F87V r 


f ) 


Ll88z, 




und 


g) 


■*.M354T; 



20 



sowie fiunkteiona^e^ , 



In obrgerir Auf stellungen s indtdie ^Aminos auren im * E inbuchs t abencode 
angegeben .iDieidurx:h *Mutatiori^ , steht 

25 - rechts neben. der ; Pjositionsangabe fur_die Mutation . 

Unter % f uhktionalen Aquivalehten" versteht* man erf indungsgemafl 
Mutanten, welche in wenigstens einer der oben genannten Sequenz- 
positionen eine andere als die konkret genannte Aminosauresubsti- 

30 tution aufweisen, aber trotzdem zu einer Mutante fiihren, die 

ebenso wie die konkret genannte Mutante ein gegeniiber dem Wildtyp 
"verandertes Reaktivitatsmuster" gema& obiger Definition zeigen. 
Funktionale Aquivalenz ist insbesondere auch dann gegeben, wenn 
die Veranderungen im Reaktivitatsmuster qualitativ ubereinstim- 

35 men. 

"Funktionale Aquivalente" umfassen natiirlich auch 

P4 5 O-Monooxygenase -Mutant en, welche in gleicher Weise wie die 
konkret genannten ^PASO-^MS^Mutanten.durch' Mutation von P450-Enzy- 

40 men aus anderen Organismen zuganglich^si-nd. Beispiel a sweise lassen 
sich durch Sequenzvergleich Bereiche homologer Sequenzregionen 
festlegen. Mit den modernen Methoden des Molecular Modeling kon- 
nen dann in Anlehnung an die konkreten Vorgaben der Erfindung 
aquivalente r das Reaktionsmuster beeinf lussende Mutationen vorge- 

45 nommen werden. 
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"Funktionale Aquivalente" umfassen ebenso die durch eine oder 
mehrere zusatzliche Aminosaure-Additionen, -Substituenten, -Dele- 
tionen und/oder -Inversionen erhaltlichen Mutanten, wobei die ge- 
nannten zusatzlichen Veranderungen in jeglicher Sequenzposition 
5 auftreten konnen, solange sie zu einer Mutante mit "verandertem 
Reaktivitatsmuster" im obigen Sinne fuhren. 

Gegenstand der Erfindung sind auBerdem Nukleinsauresequenzen, ko- 
dierend fur eine mutierte Monooxygenase oder ein "f unktionales 
10 Equivalent" gemaB obiger Definition, Diese Sequenzen sind vor- 
zugsweise von SEQ ID NO: 1 durch Austausch von Codons entspre- 
chend der obigen Aminosauresubstitutionsmuster erhaltlich. 

Erf indungsgemaB umfasst sind auch solche Nukleinsauresequenzen, 
15 die sogenannte stumme Mutationen umfassen oder entsprechend der 
Codon-Nutzung eins speziellen Ursprungs- oder Wirtsorganismus , im 
Vergleich zu einer konkret genannten Sequenz verandert sind, 
ebenso wie nattirlich vorkommende Varianten davon. 

20 Gegenstand der Erfindung sind auJ3erdem Expressionskonstrukte f 
enthaltend unter der genetischen Kontrolle regulativer Nuklein- 
sauresequenzen eine flir eine erf indungsgemaBe Mutante kodierende 
Nukleinsauresequenz; sowie Vektoren, umfassend wenigstens eines 
dieser Expressionskonstrukte. 

25 

Vorzugsweise umfassen die erf indungsgemaBen Konstrukte 
5 9 -stromauf warts von der jeweiligen kodierenden Sequenz einen 
Promotor und 3 ' -stromabwarts eine Terminatorsequenz sowie 
gegebenenf alls weitere ubliche regulative Elemente, und zwar 

30 jeweils operativ verkniipft mit der kodierenden Sequenz. Unter 
einer operativen Verknlipfung versteht man die sequentielle 
Anordnung von Promotor , kodierender Sequenz, Terminator und gege- 
benenf alls weiterer regulativer Elemente derart, dass jedes der 
regulativen Elemente seine Funktion bei der Expression der 

35 kodierenden Sequenz bestimmungsgemaB erfiillen kann. Beispiele flir 
operativ verknlipfbare Sequenzen sind Targeting-Sequenzen sowie 

Translationsverstarker, Enhancer, Polyadenylierungssignale und 

dergleichen. 

40 Zusatzlich zu den artif iziellen Regulations sequenzen kann die na- 
turliche Regulationssequenz vor dem eigentlichen Strukturgen noch 
vorhanden sein. Durch genetische Veranderung kann diese natiirli- 
che Regulation gegebenenf alls ausgeschaltet und die Expression 
der Gene erhoht oder erniedrigt werden. Das Genkonstrukt kann 

45 aber auch einfacher aufgebaut sein, das heiBt es werden keine zu- 
satzlichen Regulationssignale vor das Strukturgen insertiert und 
der naturliche Promotor mit seiner Regulation wird nicht ent- 
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fernt. Statt dessen wird die naturliche Regulationssequenz so mu- 
tiert f dass keine Regulation mehr erfolgt und die Genexpression 
gesteigert oder verringert wird. Die Nukleinsauresequenzen konnen 
in einer oder mehreren Kopien im Genkonstrukt enthalten sein. 

5 

^Beispi^&^f ,~Z trp-tet- , 

lpp-r .^c- r *pp^ae^ f 3rtL*!a'GiPq- f "T7-,***T5-, T3-,**gal-, trc-, ara-, 
SP6-, l^PR-caoder -,im> l^PL^Bromotor;^die«*voi^ in 
gosam-njigatei^^ ,f inden owie -die gr am-po s i t i - 

10 ven Promotoren amy und SP02, die Hef epromotoren ADC1, MFa , AC, 
P-60, CYC1, GAPDH oder die Pf lanzenpromotoren CaMV/35S, SSU, OCS, 
lib4, usp, STLS1, B33, nos oder der Ubiquitin- oder Phaseolin- 
Promotor . 

^k^^^ 15 Prinzipiell konnen alle naturlichen Promotoren mit ihren Regula- 
^^gyA tionssequenzen verwendet werden. Dariiber hinaus konnen auch syn- 
thetische Promotoren vorteilhaft verwendet werden. 

Die^genafcS'fl^ Ex- 
20 press ion^derxNukleimsaureseguen^zen und^derf*Proteinexpression er- 
moglichen.1tDies>.kann beA»spielswe>ise *je*nach Wii?t ? stfrganismus be- 
deuten,^dass^d'as1SGen1te^ oder iiberex- 

primiert**wird,^btier^^ uberexpri- 
miert wi^rd. 

25 

Die reigiulafco^isMien^^ vorzugs- 
we is e*~d>i e^Exprfe s's xonr p~o si.£i v> be e in f Misse rgf iind^da'dur c h e r hohe n 
oder erniedrigen. So kann eine Verstarkung der regulatorischen 
Elemente vorteilhaf terweise auf der Transkriptionsebene erfolgen, 
30 indem starke Transkriptionssignale wie Promotoren und/oder "En- 
hancer" verwendet werden. Daneben ist aber auch eine Verstarkung 
der Translation moglich, indem beispielsweise die Stabilitat der 
mRNA verbessert wird. 

35 Die Herstellung einer Expressionskassette erfolgt durch Fusion 
eines geeigneten Promotors mit einer geeigneten Monooxygenase-Nu- 
kleotidsequenz sowie ei^nem v ^Terminator- ^oder Polvyadenylierungs- 
signal. Dazu verwendet man gangige Rekombinations-^und Klonie- 
rungstechni«ken, -wie sde^beispieO?sweise in T . Maniatis , 
40 E . F . Frit sch .und J J ^Sambrook ,^MoAeeularu*G loning : A-Xaboratory 
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY 
( 1989 ) sowie in T.J. Silhavy, M.L. Berman und L.W. Enquist, 
Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor, NY (1984) und in Ausubel, F.M. et al., 
45 Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Assoc. 
and Wiley Interscience (1987) beschrieben sind. 
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Das rekombinante Nukleinsaurekonstrukt bzw. Genkonstrukt wird zur 
Expression in einem geeigneten Wirtsorganismus vorteilhaf terweise 
in einen wirtsspezif ischen Vektor insertiert, der eine optimale 
Expression der Gene im Wirt ermoglicht. Vektoren sind dem Fach- 
5 mann wohl bekannt und konnen beispielsweise aus ''Cloning Vectors" 
(Pouwels P. H . et al., Hrsg, Elsevier, Amsterdam-New York-Oxford, 
1985) entnommen werden. Unter Vektoren sind aufler Plasmiden auch 
alle anderen dem Fachmann bekannten Vektoren, wie beispielsweise 
Phagen, Viren, wie SV40, CMV, Baculovirus und Adenovirus, Trans- 
10 posons, IS-Elemente, Phasmide, Cosmide, und lineare oder zirku- 
lare DNA zu verstehen. Diese Vektoren konnen autonom im Wirtsor- 
ganismus repliziert oder chromosomal repliziert werden. 

Mit Hilfe der erf indungsgemaBen Vektoren sind rekombinante Mikro- 
15 organismen herstellbar, welche beispielsweise mit wenigstens ei- 
nem erf indungsgemaBen Vektor trans formierbar sind und zur Produk- 
tion der Mutanten eingesetzt werden konnen. Vorteilhaf terweise 
werden die oben beschriebenen erf indungsgemaBen rekombinanten 
Konstrukte in ein geeignetes Wirtssystem eingebracht und expri- 
20 miert. Dabei werden vorzugsweise dem Fachmann bekannte gelaufige 
Klonierungs- und Trans fektionsmethoden verwendet, urn die genann- 
ten Nukleinsauren im jeweiligen Expressionssystem zur Expression 
zu bringen. Geeignete Systeme werden beispielsweise in Current 
Protocols in Molecular Biology, F. Ausubel et al., Hrsg., Wiley 
25 Interscience, New York 1997, beschrieben. 

Als Wirtsorganismen sind prinzipiell alle Organismen geeignet, 
die eine Expression der erf indungsgemaBen Nukleinsauren, ihrer 
Allelvarianten, ihrer f unktionellen Aquivalente oder Derivate er- 

30 moglichen. Unter Wirtsorganismen sind beispielsweise Bakterien, 
Pilze, Hefen, pflanzliche oder tierische Zellen zu verstehen. Be- 
vorzugte Organismen sind Bakterien, wie solche der Gattungen 
Escherichia, wie z. B. Escherichia coli, Streptomyces , Bacillus 
oder Pseudomonas, eukaryotische Mikroorganismen, wie Saccharomy- 

35 ces cerevisiae, Aspergillus, hohere eukaryotische Zellen aus Tie- 
ren oder Pflanzen, beispielsweise Sf9 Oder CHO-Zellen. 



Gewiinschtenf alls kann das Genprodukt auch in transgenen Organis- 
men wie transgenen Tieren, wie insbesondere Mausen, Schafen oder 
40 transgenen Pflanzen zur Expression gebracht werden. Bei den 

transgenen Organismen kann es sich auch urn sogenannte Knock-Out 
Tiere oder Pflanzen handeln, in denen das korrespondierende endo- 
gene Gen ausgeschaltet wurde, wie z. B. durch Mutation oder par- 
tielle oder vollstandige Deletion. 
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Gegenstand der Erfindung sind auGerdem biochemische Verfahren zur 
enzymatischen Herstellung von terminal Oder subterminal (co-1 bis 
co-4) hydroxy lierten aliphatischen Carbonsauren, die dadurch ge- 
kennzeichnet sind, dass man 

5 

^ral )7r7e&neniEeE^ in- Ge- 

genwa^t^ das wenigstens eine hydroxy lier- 

ba^etiC'aJfcbon'saur^ Carbon- 
sau«e^dei>ivat^enteh ^kuiti^iert y ^oder 

10 

a2) ein Reaktionsmedium, enthaltend wenigstens eine hydroxylier- 
bare Carbonsaure Oder wenigstens ein hydroxylierbares Carbon- 
saurederivat, mit einer erf indungsgemaflen Mutante inkubiert; 
und 

15 

b) das gebildete hydroxylierte Produkt oder Produktgemisch aus 
dem Medium isoliert. 

viim etff&iridU'n^ per se, oder 

20 Derivate davon, wie insbesotfdere^Ci^ Carbinsau- 
r eamide , eins e t z bar . 

Bevor z^t*weWen1fciri^^ hydroxy lier- 

bare C^bdl&aWr^ C8^<§31^ davon ein- 

25 setzt. 

^Besondi&rstalDev^ 'man**im* &rf indungsgeiiuiBen Verfahren 

als hydroxylierbare Carbonsaure eine C g - C 1 2 -Monoc arbon s aur e oder 
ein Derivat davon und als Monooxygenase eine Mutante gemafl obiger 
30 Gruppe (A) . 

GemaB einem anderen erf indungsgemaBen Verfahren verwendet man als 
hydroxylierbare Carbonsaure eine Ci2-C3o-Monocarbonsaure oder ein 
Derivat davon und als Monooxygenase eine Mutante ausgewahlt unter 
35 den Einf achmutanten F87A, F87V, V26T, S72G, A74G und M354T, und 
den Mehrf achmutanten f ) bis i) gemaB obiger Gruppe (A) einsetzt. 

Wird das Ver-f ahren«wmit angereiohertem oder gereinigtem Enzym 
durchgef uhrt ^iso^werden ^beispie»lsweise *f o&gende Reaktionbedingun- 
40 gen e-ingestellt : 



Substratkonzentration: 0,1 bis 20 mg/ml 

Enzymkonzentration: 0,1 bis 10 mg/ml 

45 Reaktionstemperatur : 20 bis 40 °C 

pH: 6 bis 8 
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Puffer; 0,05 bis 0,2 M Kaliumphosphat , 

Oder Tris/HCl 

Elektronendonor: wird bevorzugt portionsweise zu- 

gegeben (Anf angskonzentration 
etwa 0,1 bis 2 nig /ml). 
Vor dem Start der Reaktion durch Zugabe der Elektronendonor s kann 
zur Aktivitatssteigerung Aceton in einer Konzent ration von 1 bis 
5 % (v/v) zugegeben und kurzzeitig (1 bis 5 Minuten) vorinkubiert 
werden (bei etwa 20 bis 40 °C) . 

Der Fachmann kann, abweichend davon, durch routinemaflige Versuche 
die jeweiligen Reaktionsbedingungen optimieren. 

Das erf indungsgemafle Verfahren wird gewohnlich in Gegenwart von 
15 Luftsauerstof f sowie in Gegenwart eines Elektronendonors (Oder 
Reduktionsaquivalents ) , wie insbesondere NADH, NADPH und 
Zn/Co ( III ) sepulchrat , durchgef uhrt . 



10 



Detaillierte Beschreibuna der Erfinduna 



20 




Zur Erzeugung von Varianten mit modif izierten enzymatischen Ei- 
genschaften stehen im Rahmen des Protein-Engineerings zwei unter- 
schiedliche Strategien zur Verfligung: zum einen die Methode des 
"rationalen Designs" (4) sowie die Methode der "gezielten Evolu- 

25 tion" (5-7). Fur ein erf olgreiches rationales Design ist ein 

hochauf gelostes dreidimensionales Strukturmodell sowie eine ver- 
tiefte Kenntnis des Enzymmechanismus von zentraler Bedeutung. 
Wahrend fiir das rationale Design die Fahigkeit gezeigt wurde, En- 
zymmutanten zu erzeugen, welche hohe Aktivitat gegenuber nicht- 

30 natlirlichen Substraten besitzen (4) ist der Effekt punktf ormiger 
einzelner Aminosauresubstitutionen auf die Stabilitat, Aktivitat 
und Spezifitat der Mutanten haufig nicht vorhersagbar . 

Obwohl Rontgenstrukturen von P450 BM-3 in der Protein-Data Bank 
35 (8) hinterlegt wurden, ist die Konf ormation von Substrat und P450 
wahrend des kritischen Hydroxylierungsschrittes weiterhin unklar 

(9-11). Fiir die Methode der gezielten Evolution ist eine effi- 

ziente Nachweismethode fiir ein schnelles Screening grofler Biblio- 
theken von Zuf allsmutanten von zentraler Bedeutung. Ein optischer 
40 Test fiir die P450 BM-3-Mutante F87A, welche w-para-Nitrophenoxy- 
carbonsauren (pNCA) verwendet, hat sich als brauchbar erwiesen 
(12, 13). Die Einzelmutante F87A verschiebt die Hydroxylierungs- 
position von Fettsauren von der Position co-1, (0-2 und co-3 in 
Richtung der co-Position (13) und fiihrt auflerdem zu einer voll- 
45 standigen Umwandlung von 12-pNCA im Vergleich zu einer 33 %igen 
Umwandlung, welche man fiir das Wildtyp-Enzym beobachtet (12). Da 
jedoch die Monooxygenase-Domane von P450 BM-3 mehr als 400 Amino- 
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sauren umfasst, kommt das Screening einer Bibliothek von Zufalls- 
mutanten der Suche nach einer Nadel im Heuhaufen gleich. 

Zur Verbesserung der Ef fizienz der Suchprozedur wurde erfindungs- 
5 gemaft das Verfahren des rationalen Designs mit dem Verf ahren der 

Re akt i vite'at ,^±iTsbe s pnder e.*z ur ~E i*zeugung.«von*5Mu tant en mit Spezifi- 
t at** £ui?*Fetfesau>re ,«zurer zeugen /"Die er f in- 

dungs r gem^e*M^h'6dewder^ auf einem 

10 Computer-unterstiitzten Protein-Modeling , um eine virtuelle Zu- 
f alls-Bibliothek zu erzeugen und um Reste zu identif izieren, die 
mit hoher Wahrscheinlichkeit die gewunschten Eigenschaf ten beein- 
flussen. Eine Unter-Bibliothek wird durch Randomisierung dieser 
Reste erzeugt und auf positive Mutanten gescreent. Ausgehend von 

15 einem Strukturmodell beginnt man mit der Bestimmung von Res ten , 
welche moglicherweise fur die Kettenlangenspezif itat von Bedeu- 
tung sind. Zur Erzeugung von Mutanten mit verbesserten Eigen- 
schaften wird die durch das Modell vorgeschlagene Mutationsstelle 
mit Hi*M-e^dfer3f^ werden 

20 dann: die^ Ein^zeimu%antenv mit deri* b,es;ten" Edrgensehaf ten unter Be- 
rucksi6htigutag#desi^ kombiniert . Un- 

ter Anw^mng&din^sei^k^ insbesondere 
die* Ak#Av^ 
verbe^s&t^w^'den • 

25 

Unter -itowen^ung^ddi^se Slfrategie^und** a\$f grifndwdei? - Sequenzhomolo- 
gie ziJ^P350^E#^ Uarsprungs wi'rd^es^dem Fachmann ermog- 

licht in analoger Weise weitere Mutanten herzustellen, welche 
ebenfalls Gegenstand der Erfindung sind, 

30 

Die vorliegende Erfindung wird nun durch folgende Beispiele und 
unter Bezugnahme auf beiliegende Figuren naher erlautert. Dabei 
zeigt : 

35 Figur 1 die schrittweise Optimierung von P450 BM-3 fur das neue 
Substrat 8-pNCA. Die katalytische Effizienz gegeniiber 8-pNCA ist 
fur jede Mutante (in der Einheit s-^M" 1 U angegeben; und 

Figur 2* ein*vModell^des KomptLexes-der ^P450^BM-3-Mutante^LARVF mit 
40 demtrSubstrat -8«f>NGA. ^Die^Seitehket^ten, ^welche die flinf besten 
Mutationspositionen aufweisen und die zur Mutante LARVF kombi- 
niert wurden, sind dargestellt (V26T, R47F, A74G, F87V, L188K) . 



45 Methode 1: Modellieruna des Substra t-P45Q BM-3-Komplexes 
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Die Modellierung des Substrat-Enzym-Komplexes basierte auf der 
kristallographisch bestimmten Struktur von P450 BM-3, komplexiert 
mit Palmitoleinsaure (9). Diese Struktur ist bei der Protein-Data 
Bank hinterlegt (8). Die beschriebene Kristallstruktur mit einer 
5 Auflosung von 2,9 A enthalt vier Molekiile in einer asymmetrischen 
Einheitszelle. Kette A wurde als Referenz fur den modellierten 
Komplex ausgewahlt. Als Substratmolekul wurde ein Modell von 
8-pNCA unter Verwendung des "Molecule Builder" von SYBYL ( Tripos , 
Inc., St. Louis, USA) erzeugt. Die F87A-Mutation wurde unter Ver- 
io wendung des Biopolymer-Tools von SYBYL erzeugt. Die C-Atome 1 bis 
4 des Substrats wurden in die Bindungss telle entsprechend den C- 
Atomen 6 bis 9 der gebundenen Palmitoleinsaure plaziert. Die Tor- 
sionswinkel der Fettsaurekette wurden entsprechend der Trans-Kon- 
figuration gewahlt. NMR-Untersuchungen flir P450 BM-3-Laurat- und 
15 -12-Bromlaurat-Komplexe zeigten, dass die Protonen der hydroxy - 
lierten C-Atome (C10 und Cll) etwa 3,0 A vom Ham-Eisen in der 
Oxidationsstufe II entfernt sind (10, 13). Auf der Basis dieses 
Ergebnisses wurden die entsprechenden Atome C7 und C8 von 8-pNCA 
in einem Abstand von 4 A bzw. 3,6 A vom Ham-Eisen platziert. Die 
20 para-Nitrophenoxygruppe wurde manuell in der Bindungstasche an- 
geordnet. Auflerdem wurde die Energie des Komplexes liber fixierte 
Backbone-Atome minimiert. 




Methode 2; Sattiaunasmutaaenese 

25 

Die erf indungsgemaB verwendeten Mutanten wurden mit Hilfe der 
Sattigungsmutagenese unter Verwendung des Stratagene QuikChange 
Kit (La Jolla, Kalifornien, USA) hergestellt. Neun Positionen in 
der Umgebung des Substrat-Bindungskanals , und zwar P2 5, V26, R47, 
30 Y51, S72, A74, F87, L188 und M354, wurden flir die Mutation iiber 
das P450 BM-3-Modeling ausgewahlt. Die Primer flir jede dieser 
Positionen sind in Tabelle 1 zusammengef asst . 



Tabelle 1: 



35 



ausge- 
wahlte 
Posi- 


Primer 


Sequenz Nr. 


tionen 






P25 


5 ' -gttattaaacacagataaannngttcaagctttgatg-3 ' 
5 ' -catcaaagcttgaacnnntttatctgtgtttaataac-3 ' 


SEQ ID NO: 9 
SEQ ID NO: 10 


V26 


5 ' -gttattaaacacagataaaccgnnncaagctttgatg-3 ' 
5 ' -catcaaagcttgnnncggtttatctgtgtttaataac-3 ' 


SEQ ID NO: 11 
SEQ ID NO: 12 


R47 


5 ' -cgaggcgcctggtnnngtaacgcgctacttatc-3 ' 
5 ' -gataagtagcgcgttacnnnaccaggcgcctcg-3 ' 


SEQ ID NO: 13 
SEQ ID NO: 14 


Y51 


5 ' -cctggtcgtgtaacgcgcnnnttatcaagtcagc-3 ' 
5 ' -gctgacttgataannngcgcgttacacgaccagg-3 ' 


SEQ ID NO: 15 
SEQ ID NO: 16 



40 



45 
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S72 




5 — gc tttgataaaaac tta.nnncaa.gcgc u uaaa tttytocg-j 




Tn 




17 








3 — CQtfiCfiaa u tuaagcgc u ugiiririt.aagtT-. Lttatcaaayt: - j 




ID 


NO: 


18 




A74 




5 ' — gctttgataaaaacttaaagtcaannncttaaatttgtacg-3 ' 




Tn 


MO • 


7 
l 








5 ' -cgtacaaatttaagnnnttgacttaagtttttatcaaagc-3 ' 




1U 


TJO • 
KU • 


o 


5 


T 1 Q Q 




D _jr_ga'agc a a ugaacaagn.ririca.gw»geiy aaa t^Lavj~j 


SEQ 


ID 


NO: 


5 










SEQ 


ID 


NO: 


6 




M354 




5''^ggcgacgaa r cfe , annngfefectsgat.ltcc-fceag-- 3 ' 


SEQ 


ID 


NO: 


19 








5 ^-ctgaggaa.tc^gaacnnntagttGg.tGgcc-3 ' 


SEQ 


ID 


NO: 


20 


10 


F87 




5 '^gc^ggagaGggggfetgnnnac a r agc«t'ggacg.- 3 ' 


SEQ 


ID 


NO: 


3 






5 '-cgtccagcttgtnnncaaccccgtctcctgc-3 ' 


SEQ 


ID 


NO: 


4 





Die Reaktionsbedingungen waren fiir alle mutagenen PCR-Verf ahren 
identisch, mit Ausnahme der Anneal ing-Temper at ur, welche in fol- 

15 gender Weise variiert wurde: 50 °C fiir die Positionen 25 , 26, 188 
und 354? 52 °C fiir die Positionen 47 und 51; und 46 °C fvir die 
Positionen 72, 74 und 87. Die Reaktionen wurden in 50 pi Reak- 
tionsvolumen durchgef iihrt , wobei jeder Ansatz 17,5 pmol jedes 
Primers , v20%fiiol>der*Tfe^ 3~tfcder Pf u-Polymerase 

20 und 3,25*nmol "jedes ^dNTP~enteh\ie It .^Di^Reakfeion^wurde bei 95 °C, 
4 Minuten, ngestartet, a^^ Thermo- 
cyclus du*.Chaauf *en 3 5*1S>C ]*M4a* ;tf*4 6S5 2*°C ,£ 2% 5* ft'in . ; 72 °C, 
17 Min. ;3*fflbfeh* dies r en^20^y<^enfl^rde didlte^fcfcion *15 Minuten bei 
72 °C for^gesetzt. *Fiir^dde^ PCR 

25 wurde elnr E'SrtzelcSaon fiir den^Aus%cfu§t:h einer ftmin^saure veran- 
dert . Fiir*. did? Randomi's ierungr e in'er<- v spe z i f ± r sc hen^Amifio saure wurden 
Primer^vei^etrdet 

codiert. Alle PCR-Produktlosungen wurden mit 20 U Dpnl bei 3 7 °C 
iiber 3 Stunden behandelt, um die urspriingliche, nicht-mutierte 
30 Template-DNA zu verdauen. AnschlieBend erfolgte die Transforma- 
tion in E. coli DH5a. 



Methode 3 : 
Mutanten 



Expression und Reiniauna von Wildtvp -Enzym sowie der 



35 



Das P450 BM-3-Wildtyp-Gen und dessen Mutanten wurden unter der 
Kontr,o«l*le vdes sfeassfcen f %Temperatur-induziei5baren PRR^-Promotor s 
pCYTEXPl in E . coli Stamm W5a (supE44, laclM69 [801a~cZ Mib] 
hsdRl7^recAl endAl .gyrAv96 thi-1 re^Al ) ^exprimier.t .^Die einzelne 
40 Punktmut'ats*©n"F8^A^wu^de f wie aus -dem -Stand^der 4Peehnik bekannt 
(12) f eing^f iihrt. Die trans formiert en Zellen wurden auf LB-Agar- 
platten ausplattiert , welche 100 jxg/ml Ampicillin enthielten. 
Nach 12- bis 24-stiindigem Wachstum wurden die Kolonien mit steri- 
len Zahnstochern aufgenommen und in Mikrotiterplatten mit 96 Ver- 
45 tiefungen plaziert, wobei jede Vertiefung 200 \xl TB-Medium (12 g 
Tryptophan, 24 g Hefeextrakt, 4 ml Glyzerin, H 2 0 (dest.) ad. 1 Li- 
ter) mit 100 ng/ml Ampicillin enthielt. Die Platten wurden iiber 



M/40434 



BASF Aktiengesellschaft 992061 O.Z. 0050/51241 

• • 

12 

Nacht bei 37 °C inkubiert. Anschliefiend wurden 40 \xl aus jeder 
Vertiefung entnommen und in Kulturrohrchen uberfiihrt, welche 2 ml 
TB-Medium mit 100 [jig/ml Ampicillin enthielte, und anschliefiend 
wurde 2 Stunden bei 37 °C und dann 6 Stunden bei 42 °C inkubiert. 
5 Die Zellen wurden bei 4000 Upm 5 Minuten abzentrif ugiert, mit Ly- 
sozym aus Huhnereiweifi (1 U/ml) behandelt und dann zweimal gefro- 
ren und aufgetaut. Die Zell-Rohextrakte erhielt man durch 10-mi- 
nutige zentrif ugation bei 14000 Upm. Der so erhaltene Uberstand 
wurde fur die Aktivitatsmessung eingesetzt. Zur Herstellung gro- 

10 fler Enzymmengen wurde ein 2 1-Schuttelkolben mit 300 ml TB-Medium 
mit 100 p.g/ml Ampicillin verwendet, bei 37 °C inkubiert und 
2 Stunden bei 200 Upm geschuttelt (OD 578 nm =0,8 bis 1,0) und an- 
schliefiend 6 Stunden bei 42 °C inkubiert. Die Zellen wurden durch 
10-minutige Zentrif ugation bei 4000 Upm gesammelt und in 15 ml 

15 0,1 M Kaliumphosphat-Puf fer, pH 7,4 suspendiert. Die eisgekiihlte 
Suspension wurde mit Hilfe eines Branson Sonifiers W25 (Dietzen- 
bach, Deutschland) (80 W, 2 Minuten, 3 Cyclen) auf geschlossen. 
Die Suspension wurde 20 Minuten bei 32570 x g zentrif ugiert. Die 
Rohextrakte wurden zur Bestimmung der Enzymaktivitat oder zur En- 

20 zymreinigung verwendet. 

Die Enzymreinigung wurde wie in (14) beschrieben, durchgefiihrt , 
wobei jedoch eine BioPilot-Chromatographieanlage (Pharmacia, 
Schweden) verwendet wurde. Die Reinheit des Enzyms wurde durch 
25 Bestimmung des Gesamtproteins sowie der Menge des Enzyms festge- 
stellt. Die Konzentration an gereinigtem Enzym wurde iiber die 
Differenz zwischen dem Extinktionsspektrums des Carbonylkomplexes 
der Eisen-(II)-form im Vergleich zur Eisen- ( II ) -form unter Ver- 
wendung einer molekularen Absorptivitat von 91 mM" 1 cm" 1 fur das 
30 Wellenlangenpaar 450 nm und 490 nm bestimmt (1). 

Methode 4: Isolieruna von Mutanten mi t hoherer Aktivitat fur Sub- 
strate klirzere r Kettenlanae 

35 Die Mutante F87A von P450 BM-3 wurde anstelle des Wildtyps als 
Template-DNA verwendet. Die Mutationen fiir die jeweilige Position 
wurden wie oben beschrieben hergestellt. Jeweils etwa 100 Kolo- 
nien wurden zur Durchmusterung des Sequenzraumes an jeder Posi- 
tion gepickt, in Kulturrohrchen kultiviert und Zellen wurden da- 
40 raus isoliert und lysiert. Die Zell-Rohextrakte einer jeden aus- 
gewahlten Kolonie wurden fiir den Aktivitatstest verwendet. Samt- 
liche Mutanten, die im Vergleich zu F87A eine hohere Aktivitat 
fiir wenigstens ein Substrat mit einer kurzeren Kettenlange als 
15-pNCA zeigten, wurden zur Bestimmung der Mutationen sequen- 
45 ziert. 
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Die Mutante mit der jeweils hochsten Aktivitat fur 12-pNCA, 
10-pNCA Oder 8-pNCA von alien Mutanten fur die gleiche Position 
wurde fur eine spatere Kombination mit anderen Mutationen ausge- 
wahlt. Die kombinierte Mutation wurde schrittweise durch ortsspe- 
5 zifische Mutagenese ausgefiihrt. Der Kombinationsweg ist in Figur 
l^dairge'sfe 

schrittS^fur^die^ Eine 
Kolonie^mit^rep5easentat^ve wu-Ede ausgewahlt 

und die^Subs^i?atspezifdstat wurde -:f ur^das^rei-neiiiEnzym . 
10 Das Plasmid der ausgewahlten Kolonie wurde fur den nachsten 

Schritt der ortsspezif ischen Mutagenese verwendet. Die Mutationen 
in der Endmutante wurden durch DNA-Sequenzierung bestimmt (ABI 
PRISM R BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit und 
ABI Prism™ 377 DNA Sequencer). 




Methode 5; Enzvm-Aktivitatstest 



Fur den pNCA-Aktivitatstest wurden 8 \il einer 10 mM pNCA-Losung 
in3DMSO*An^e*i*h'e2^ 1 ml 

20 durchgefuhrt . Nach Zugabe- von 850 \xl' Ti^isiyHCl^Ewf f er (0,1 M, 

pH 8,2) ^und^O, 1 bis* 0 , 4 ~runol^P»450 %zu dei^Jeweiligen pNCA-DMSO-L6- 
sung wuSMenvdie^ S^Minuteeraivorifo^ Reaktion 

durch^Zti^be^vori^ l**mN <*NADPH ge- 

rstartet^\f»ru ? rde . ;Zui^Be*s*t£±i^ Kon- 

25 zentrationsr§y?he^fur" v die v^r^hiederien^NC^S^^ 

( bezugl*i^h#Details\rtdes ^Naohweisverf ahrens4kann*auf *(J,2 ) verwiesen 
we r den ) . 

Zur Durchflihrung des pNCA-Tests in einer Mikrotiterplatte wurde 




30 eine Platte mit 96 Vertiefungen (Greiner, Frickenhausen, Deutsch- 
land) verwendet. Der Reaktionsansatz enthielt in einem Gesamt- 
reaktionsvolumen von 250 \xl in Tris/HCl-Puf f er (0,1 M, pH 8,2) 
entweder 60 nmol 8-pNCA, 15 nmol 10-pNCA, 15 nmol 12-pNCA oder 



15 nmol 15-pNCA, jeweils gelost in 2 f 5 \il DMSO. Nach 5-minutiger 
35 Vorinkubation mit 40 \xl P450 BM-3-Proben wurde die Reaktion durch 
Injektion von 30 \il einer 1 mM NADPH-Losung in jede Vertiefung 
gestartet. ~»Die Pl*atefeen*wurden ^unmittelbar^na y ch ^Z.ugabev^der NADPH- 
Losunggrauf einem Pl^ten^Isesegerat "bei* 4*05. nm SvieMnessen . 

40 <Methode^6 t^Umsefez^ Mu- 
tanten und Be stimmuna der Produkte 



a) Chemische Reaktion 



45 Fur die Hydroxylierung der Fettsauren in Anwesenheit von P4 50 
BM-3 bzw. seiner Mutanten wurde folgender Ansatz gewahlt: 
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P450 BM-3-Mutante 20 mg 

Reaktionspuf fer 20 ml (Tris/HCl 50mM, KC1 250mM, pH 7,8) 
Fettsaure 10 mg 

Aceton 400 \il (2 % v/v) (beschleunigt Reaktion urn 

5 Faktor 2) 

Das Enzymlyophylisat wurde vor der Reaktion in 1 ml Reaktionspuf- 
fer gelost und zunachst 30 min bei 36 °C inkubiert. Die Inkubation 
fuhrt wie die Zugabe von 2 Vol.-% Aceton zu einer Aktivitatsstei- 
10 gerung von 60 bzw. 75 %. 

Nach 5-minutiger Inkubation erfolgte die Zugabe von 500 [il der 
vorbereiteten NADPH— Losung (12,5 mg/ml). Der Verlauf der Reaktion 
wurde durch Absorptionsmessungen bei 34 0 mn verfolgt, wobei der 
15 Verbrauch von NADPH beobachtet werden kann. Fur eine stochiome- 
trische Umsetzung waren theoretisch 4 ml NADPH-Losung notwendig, 
eine zu hohe Konzentration an NADPH in der Reakt ions losung fiihrt 
jedoch zur Inaktivierung des Enzyms, deshalb wird der Cofaktor in 
500 jxl-Schritten zugegeben. 

20 

Nach Beendigung der Reaktion wurde die Losung mit 5M Salzsaure 
bis zu einem pH-Wert von 2 angesauert, Dabei fallen die Fettsau- 
ren bzw. hydroxylierten Fettsauren aus und fiihren zu einer sicht- 
baren Trubung der Losung. Danach wurde zweimal mit je 10 ml Dich- 
25 lormethan extrahiert und uber Natriumsulf at getrocknet. Nach der 
Filtration uber einen Faltenfilter erfolgte die Entfernung des 
Dichlormethans am Rotationsverdampf er oder durch Eindampfen mit 
Stickstoff . Der verbliebene weiJ3e Feststoff wurde dann wieder in 
2 ml Dichlormethan aufgenommen und flir die GC -Analyse verwendet. 

30 

b) Gaschromatographische Analyse 

Fur die Analyse wurde ein Fisons Gaschromatograph (Fisons Instru- 
ments Mega Series , Mainz, Deutschland) mit FID verwendet (Optima 
35 5-Saule, 25 m x 0,25 mm ID, Macherey & Nagel, Duren, Deutsch- 
land) . 



Zur Analyse wurden Edukte und Produkte mit MSHFBA silyliert. Da- 
bei werden alle Hydroxyl- und Sauregruppen in die entsprechenden 

40 Trimethylsilylether bzw. -ester umgewandelt. Dabei ist darauf zu 
achten, dass die Probe wasserfrei ist, da es sonst zu Nebenreak- 
tionen mit dem Silylierungsagens kommt. Zu 10 \xl der hydroxyfett- 
saurehaltigen Dichlormethan-Losung wurden 15 \xl MSHFBA pipettiert 
und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert, Nach Zugabe von 25 \il 

45 Dichlormethan erfolgte die GC-Analyse. 
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Dazu wurde 1 [il der silylierten Proben in den Gaschromatographen 
eingespritzt. Injektor- und Detektortemperatur lagen bei 350 °C. 
Folgende Temperaturprogramme wurden verwendet: 



5 _ Caprylsaure 

100 , or* { 2*mxn ) ^5^m*n^ ^ ^ 0 0-o C J»»Mg ^ ^ o C - ( 5 min) 



10 100 ° c (2 min) 5 ° /min m 140 °C (5 min) 10 ° /min „ 300 °C (5 min) 




15 



Laurinsaure 

100 °C (2 min) 5 ° /min » 170 °C (5 min) 10 °/ min w 3 Q0 °C (5 min) 



Beispiel 1; Selektion d er Anfanqsmutante 



Die Ei^z^mutran^te^ES^A *von**P4t5 0*§BM-r 3 ^ wurde**a 1 s 4 -Au T s%angs -Template 
20 verwendet .^wie^b'ereit die Hy- 

droxy Merungsppsi.tion^rin ^ges'attdrg.ten* CI 2 -t<*urid (M 4£?Fett sauren von 
(D-l , co^2toindCaS£3wir^ vess'ehbben ( 13 ) . Fur 

die UmslSfcatf^ 
dass dieiftco^Hydroxy'M^ 
25 verstarkt wird ( 12 ) ^FurT&Le co^H^o?1^1I^rung vtan '12-pNCA erhielt 
man einevlvoris^aridlrge Uiriwaifal&n^^ 33 %igen 

Umwand^ng^feu^deri fc 

vitat beobachtete man auch erhohte Aktivitaten fur 12-pNCA und 
15-pNCA (vergleiche Tabelle 2). 



30 




Tabelle 2: Spezifische Aktivitat ausgewahlter P450 BM-3-Mutanten 
fur verschiedene pNCA-Derivate mit unterschiedlicher Kettenlange 1 



35 


Sub- 
strat 


WT 


F87A 


L188K 


V26T 


R47F 


S72G 


A74G 


M354T 




15-pNCA 


-405 


410 


288 


519 


258 


439 


474 


560 












*2~33 


596 


— 547- — 


. 480 — 


40 


12^pNCA 


141 


284 


31 C 


5-55 












10-pNCA 


-J3-39 


«®2 


"207 


106 


52 


150 


103 


171 


8-pNGA^ 


--15 


2 


*69 


»l-6 


13 


3 


6 


4 



1 Einheiten spezifischer Aktivitat: nmol/min/nmol P450 

Die erhohte Regioselektivitat von F87A ist anhand des Strukturmo- 
dells verstandlich. Die Substitution des sperrigen Restes F87 
45 durch Alanin vergroBert die Bindungstasche fur die p-Nitropheno- 
xygruppe, welche durch F87, auflerdem durch V78, A82, T260, 1263 
und A2 64 gebildet wird. AuBerdem wird der Zugang der groflen p-Ni- 
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trophenoxygruppe zur Bindungstasche erleichtert und die steri- 
schen Wechselwirkungen zwischen F87 und den C-Atomen oa-2 und w-1 
der pNCA werden eliminiert. Dies ermoglicht eine vorteilhaf tere 
Orientierung der co-Position gegenliber dem Ham-Eisenatom. 

Beispiel 2: Selektion einzelner Mutationspositionen durch Mode- 
ling, ortsspezif ische Randomisierungsmutagenese ausgewahlter 
Positionen und Screening 



10 1. Selektion der Mutationspositionen 





Das Modell des gebundenen C8-pNCA-Substrats zeigt, dass sich das 
Carboxylat in einem Abstand von 9 und 11 A zu den Carboxylat-bin- 
denden Resten R47 bzw. Y51 befindet. Urn Aktivitat gegenliber 

15 C8-Substraten zu induzieren, ist es erf orderlich, eine neue Bin- 
dungsstelle zu erzeugen, welche sich in geeigneter Distanz zur 
Carboxylatgruppe des Substrats befindet. zur Erleichterung der 
Bindung von 8-pNCA sollten zusatzliche Reste innerhalb der Bin- 
dungsstelle positioniert werden. Folgende Reste wurden ausge- 

20 wahlt: Die Reste R47 und Y51, welche die urspriingliche Carboxy- 
lat-Bindungsstelle bilden. Fiir R47 wird die Bildung eines Ionen- 
paares zwischen dessen Guanidiniumgruppe und dem Carboxylatrest 
des Substrats vorgeschlagen; Y51 bildet eine H-Briicke mit der 
Carboxylatgruppe des Substrats (9). Fiir den Palmitoleinsaure/P450 

25 BM-3-Komplex betragt die Distanz zwischen dem C a -Atom von R47 und 
dem C-Atom der Fettsaurecarboxylatgruppe 12 A. Samtliche Reste in 
der Hemisphere mit einem 12 A-Radius um die Carboxylatgruppe des 
8-pNCA-Modells wurden bestimmt und nur solche innerhalb der Bin- 
dungstasche mit Seitenketten, die in Richtung der Carboxylat- 

30 gruppe der Fettsaure weisen, wurden ausgewahlt. So wurden P25, 
V26 f S72 f A74, L188 und M354 ausgewahlt , welche wahrscheinlich 
eine neue Carboxylat-Bindungsstelle fur kurzkettige pNCA-Verbin- 
dungen ausbilden konnten. Diese sechs ausgewahlten Reste befinden 
sich auf sekundaren Strukturelementen mit flexibler Konformation 

35 (11). 



2. Mutation und Screening 

Mutanten von jedem der acht ausgewahlten Reste wurden durch orts- 
40 spezifische Randomisierung des Wildtyp-Codons an den entsprechen- 
den Positionen erzeugt. Um sicherzustellen f dass die meisten der 
19 moglichen Arten von Aminosauren getestet werden, wurden 100 
Kolonien einer jeden Position isoliert, kultiviert und auf Akti- 
vitat getestet. (Damit betragt die Wahrscheinlichkeit , jede Ami- 
45 nosaure zu testen f mehr als 95 %, ausgenommen einer Wahrschein- 
lichkeit von 79 % fiir Tryptophan und Methionin) . Die Mutanten mit 
einem hoheren Aktivitatswert fiir wenigstens ein Substrat mit kiir- 
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zerer Kettenlange als 15-pNCA wurden fiir die Sequenzierung zur 
Bestimmung der Mutation (Mutationen) ausgewahlt. 

Es zeigte sich, dass Position 188 relativ variabel ist. Die mei- 
5 sten der 100 Kolonien zeigten Aktivitat fiir pNCA. Daraus wurden 

ehfcsp^ehlhc^ ausge- 
- *walilt . Si 6^ve'r s^hiedene* Aminosauretsy/pen ,t&einschlieJ31ich dem Wild- 
typ^wurnden^detekfeiert . -Dieses, Ergebnas^bestatigte auflerdem, dass 
die Ausw^hl^von^ war ^um; sicherzustellen, 

10 dass die meisten der 20 moglichen Aminosauren getestet werden 
Iconnen. Von den 15 Substitutionen erhohten die Substitutionen K, 
R, W, Q, N, G, A und S signifikant die katalytische Aktivitat fur 
Substrate mit kurzerer Kettenlange. Die Substitution von D durch 
negativ geladene Aminosauren fiihrte zu einer Verringerung der Ak- 
^^^^ 15 tivitat gegenuber 10-pNCA, 12-pNCA und 15-pNCA um das Drei- bis 
^Tffij Siebenf ache . 

Die anderen sieben Positionen wurden in ahnlicher Weise wie Posi- 
tion *l*88»:*afr^^^^ 7 bis 19 Kolo- 
20 nien f ur .die^ DNA-Sequenz ierung zum *Nachweis der*Mutation ( Muta- 
tionen ^ausgewahlt .-Me meisten: di^eser^tGene^w^Ben^entweder nicht 
\ mutierWdafeisi^ f Ur 
Subsfcif^t^kuifz^rej^ Enzym 
durehgStiiftrt ) f*a#toTn>*Ttix^ 26, 4 7 , 74 
25 und 354,-^zweiM4utanten^ cter 
Positifonen^B25^und &5 l^zeigte^im^ fiir Sub- 
strat^kUrzSrei^ Aktivitat. Die Mutante 
mit der hochsten Aktivitat fur 8-pNCA in Position 188 und Posi- 
tion 72 sowie samtliche Einzelmutanten der Positionen 26, 47, 74 
30 und 354 wurden fiir eine Kombination ausgewahlt. Diese Mutationen, 
welche in obiger Tabelle 2 aufgelistet sind, enthalten folgende 
Substitutionen: V26T, R47F, S72G, A74G, L188K und M354T. Im Ver- 
gleich zu F87A erhohte sich die spezifische Aktivitat gegenuber 
8-pNCA um den Faktor 0,5 bis 33,5. Jede dieser Mutationen wurde 
35 mit der Ursprungsmutation F87A schrittweise kombiniert. 

^■•Ro-i fipn.pl 3 r^MeteriaBhmutanten. »herqestellt-durch .schrittweise Kom- 
: binatror von" Muta*ntsen~und£der en^Screenina 

40 1. Mufeafltev L (F8v7A, ^B88K) 

Die Auswahl der ersten Mutante ist kritisch, da die Kombination 
von Einzelmutanten nicht notwendigerweise in einer Kumulation der 
Einzelef fekte resultiert. Eine falsche Auswahl der ersten Muta- 
45 tion konnte in die Richtung eines Evolutionsweges lenken, der 
nicht zu einer optimalen Mehrf achmutation fuhrt. Im Falle eines 
groflen Ausgangspools von Einzelmutanten ist daher eine enorme 
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kombinatorische Vielfalt wahrscheinlich, und das Auffinden der 
gewiinschten Mehrf achmutante ist folglich unwahrscheinlich. 

Zwei Kriterien sprechen fiir die Auswahl der Mutante L als Aus- 
5 gangspunkt: deren erhohte Aktivitat gegeniiber 8-pNCA im Vergleich 
zu alien anderen Mutanten (Tabelle 2) sowie die Veranderungen in 
der Enzym-Substratwechselwirkung und den Eigenschaf ten der Bin- 
dungsstelle. Zur Verif izierung dieser Veranderungen wurden Struk- 
turmodelle der ausgewahlten Mutanten dadurch erzeugt, dass man 

10 die Seitenketten der Mutationspositionen mit Hilfe der SYBYL-Me- 
thode ersetzte. LI 8 8 ist am C-Terminus der a-Helix F lokalisiert. 
Diese Helix und die benachbarten G Helices erfahren die groflte 
Verschiebung durch eine Substratbindung (9). Das Modell veran- 
schaulicht, dass ein Austausch von Leucin durch Lysin zur Bildung 

15 einer neuen putativen Carboxylat-Bindungsstelle fuhrt. Der Ab- 
stand zwischen der Aminogruppe von K188 und dem Carboxylatrest 
von 8-pNCA betragt 6 A und ist somit vergleichbar mit dem experi- 
mentell bestimmten Abstandswert fiir die Carboxylatgruppe der Pal- 
mitoleinsaure und der Guanidiniumgruppe von R47 (dem ursprungli- 

20 chen Bindungsrest) . Die Distanz zwischen der Guanidiniumgruppe 
von R47 und der Carboxylatgruppe von 8-pNCA betragt 11,4 A. Es 
kann daher vorgeschlagen werden, dass die Ionenpaar-Wechselwir- 
kungen zwischen der Carboxylatgruppe des Substrates und K188 zu- 
sammen mit dem hydroxylierten C8-Atom in reaktiver Distanz zum 

25 Ham-Eisenatom erfolgen. 

Die anderen f unf Mutanten wurden schrittweise mit der Mutante L 
durch ortsspezif ische Mutagenese kombiniert (vergleiche Figur 1). 
Fiir jeden Mutagenese-Schritt wurde ein Strukturmodell der selek- 
30 tierten Mutanten erzeugt. Anhand dieses Modells wurden die Ein- 
f liisse der erzeugten Mutanten auf die Substratbindung untersucht 
und eine rationale Erklarung fiir die optimierten Eigenschaf ten 
der Mutanten und ihrer Kombinationen wurde davon ausgehend vorge- 
schlagen. 

35 

2. Mutante LA (F87A r L188K, A74G) 



Die katalytische Effektivitat gegeniiber 8-pNCA erhohte sich durch 
Einfiihrung der Mutation A74G in die Mutante L. A74 befindet sich 
40 am N-Terminus der a-Helix B'. Da die Seitenkette von A74 sterisch 
mit der Aminogruppe von K188 interagiert, wird durch einen Aus- 
tausch von A74 durch Glycin diese Wechselwirkung eliminiert f wo- 
durch eine vorteilhaf tere Orientierung der Seitenkette gegeniiber 
der Carboxylatgruppe des Substrats ermoglicht wird. 

45 

3. Mutante LAR (F87A, L188K, A74G, R47F) 
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Die Verbesserung der katalytischen Effizienz fiir 8-pNCA gelang 
durch Einfuhrung der zusatz lichen Mutation R47F. Die Mutation 
R4 7F hat zwei mogliche Effekte. Phenylalanin behindert die ur- 
sprungliche Carboxylatbindung und vergroBert den dem Losungsmit- 
5 tel ausgesetzten hydrophoben Abschnitt am Eingang des Bindungska- 
-nals ^der^^niperpR^tsfen^Rl 1 ~3SL4 9 7^Sl1 S^und A19 1 gebil- 

< tete wtex^ 2) .Dieser hydrpphobe Abschnitt ist 

von«iibespndea3ver«»Bedeufeung^f ur"tdie> Substratanbindung (11). 

10 4. Mutante LARV (F87A, L188K, A74G, R47F, V26T) 

Wird die Mutation M354T der Mutante LAR hinzugefugt, so verrin- 
gert sich Kcat fiir 8-pNCA. M354T wurde deshalb aus weiteren Kom- 
binations-Versuchen ausgeklammert . Fligt man jedoch die Mutation 
15 V2 6T der Mutante LAR zu, so zeigt die resultierende Mutante LARV 
einen geringfiigig hoheren Kcat -Wert und einen geringfiigig gerin- 
geren Km-Wert als LAR. Die katalytische Effizienz gegeniiber 
8-pNCA erhohte sich. Wird statt dessen die Mutation S72G in der 
Mu t ante^I^^d^ , ^verri:rtger-t e^si^cHSrReat r fur 8-pNCA . 

20 Aus di«es;em^Gcund wu^rde die Mutarite^IiARV fiir weitere Mutationen 
ausgewahlt . 

V26 Ist^aiflHtPa^ weist 
darauf*&in,Wd^ Y51 der 

Bindungsstelle'uberhehmen' Jconnte und die^e'a%boxyla?tgruppe des 
Substrates- durch' AusbMduhg ,ei*nei^ HrrBrucke* stabil-isieren konnte . 
Der Atos^t and^z wi'sfe he ri^rde r ^Hy d>r dxy 1 gasuppe** vo rt T 2 6—und de r - Ami no - 
gruppe von K188 betragt 6,9 A. Verglichen mit der ursprlinglichen 
Bindungsstelle ist dieser Abstand urn etwa 2 A grofler (4,8 A zwi- 
schen der Hydroxygruppe von Y51 und der Guanidiniumgruppe von 
R47). Es besteht somit die Moglichkeit, dass die Kl88-haltige F- 
Helix weiteren Konf ormations-Anderungen unterzogen wird, aufgrund 
derer 8-pNCA tiefer in der Bindungsregion festgehalten wird und 
die Distanz zwischen T26 und K188 verringert wird. 

5. Mutante LARVF (F87V, L188K, A74G, R47F , V26T) 



'Es konnte.*gezeigte**werden, dass Position 87 *von*besonderer Bedeu- 
tung Tfeui^dieJikataIyt*ische^Aktivitat. und ^die^Substratspezif itat 
40^des Enzyms^ist (3, .13) .^-Die ^Mutante*rEARV^wur;de^sdeshalb in Posi- 
tion 87 durch ortsspezif ische randomisierte Mutagenese optimiert. 
Von 100 Kolonien wurde eine Mutante erhalten, welche eine kataly- 
tische Effizienz von 3,5*10 4 s" 1 M- 1 gegeniiber 8-pNCA zeigte. Die 
DNA-Sequenzdaten ergaben, dass Alanin in Position 87 durch Valin 
45 ersetzt war. 





M/40434 



BASF Aktiengesellschaft 



O.Z. 0050/51241 



992061 



20 

Aus der Kristallstruktur (11) und friiheren Experimenten (3, 13) 
ist bekannt f dass R87 wichtig fiir den Zugang des Substrates zum 
Ham-Eisen ist. Die sperrige para-Nitrophenylgruppe dieses Sub- 
strats machte es notwendig, die Grofle der Bindungsstelle durch 
den Austausch von Phenylalanin durch Alanin zu erhohen. Durch den 
Austausch von A87 durch Valin wird der Kontakt von mit dem Ham- 
Eisenatom aufgrund sterischer Wechselwirkungen zwischen dem 
Ethersauerstof f und der Seitenkette von V87 verbessert. 




10 Die Daten zeigen, dass zwei Schlusselschritte, F87A zu L und LARV 
zu LARVF, die katalytische Effizienz gegeniiber 8-pNCA erhohten. 
Es stellt sich deshalb die Frage, ob die anderen Mutationen in 
der Mutante LARVF wieder riickgangig gemacht werden konnen, ohne 
die Aktivitat fiir 8-pNCA zu verlieren. Deshalb wurden Mutanten 

15 hergestellt, die statt der Mutation F87A die Mutation F87V ent- 
halten. Diese Mutanten tragen folgende Bezeichnungen: 

1. ) L7V mit den Mutationen F87V L188K 

2. ) AL7V mit den Mutationen F87V L188K A74G 

20 3.) ARL7V mit den Mutationen F87V L188K A74G R47F 



Bei den Aktivitatstests wurden folgende Ergebnisse erhalten: 



Tabelle 3: Kinetische Parameter von P 450 BM-3-Mutanten fiir pNCA- 
25 Derivate unterschiedlicher Kettenlange, ermittelt bei pH 8,0 und 
25 o C 



30 




35 





Kcat (s- 1 ) 


Km (\xti) 


Kcat/Km (s-iM" 1 ) 




12 


10 


8 


12 


10 


8 


12 


10 


8 


F87V 


0,7 


1,8 




3,8 


8,5 




1,7- 10 5 


2,1-105 




L7V 


2,8 


4,7 




6,4 


14,2 




4,3»10 5 


3,3-105 




AL7V 


2,2 


5,9 


4,3 


15,1 


22,7 


197,6 


1,4- 10 5 


2,6-105 


2,0-10 4 


ARL7V 


1,4 


5,5 


3,9 


8,9 


17,5 


41,4 


1,7-105 


3,1-105 


9,3-104 


ARVLF 


1,4 


7,2 


0,2 


12,3 


44,8 


6,5 


9,2- 10 4 


1,6-105 


3,5- 10 4 



Die Ergebnisse zeigen, dass die Mutanten F87V und L7V fur das 
Substrat 8-pNCA keinen messbaren Umsatz zeigen. Die Ergebnisse 
zeigen weiterhin f dass die Vierf achmutante ARL7V eine noch bes- 
40 sere katalytische Effizienz aufweist als die Fiinff achmutante 
ARVLF. 

Die Mutanten ARL7V und ARVLF zeigen weiterhin hohe Aktivitaten 
fiir Caprinsaure (CIO), die um zwei Kohlenstof f atome kiirzer ist 
45 als das native kurzeste Fettsaure-Substrat des Wildtyp-Enzyms . 
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Auflerdem wurden co-4-monohydroxylierte Produkte beobachtet, wenn 
Laurinsaure (C12) als Substrat verwendet wird, wohingegen das 
Wildtyp-Enzym von P450 BM-3 nur in den Positionen co-1, co-2 und 
co-3 aktiv ist. 



Be i spie 4 .:lfcBe s^mmunggder^bevoBzuaten ^Hwvdr oxvl»ieBuncr spo s it ion 
10 flir Carbonsauren unterschiedlicher Kettenlange und verschiedene 
Mutanten und Veroleich mit dem Wildtvp-Enzym 

Die Reaktionsansatze werden gemaJ3 oben beschriebener Methode 6 
auf gearbeitet und analysiert. 




Die Ergebnisse sind in folgender Tabelle 4 zusammengef asst . 



Tabelle 4 : 





Hydroxy l*ieiEung s - 
positionen 


^apr^ns^aure .rfciO ) 


^H.aur ins aure ( C 1 2 ) 
[%] 




IWH^yp 








***co-3 




34 








28 


25 






38 




^Mutan<tewi>7V 








co— 3 




53 




co- 2 




30 


30 


co-1 




17 




Mutante F87V 






• 


co-3 




51 




co-2 




25 


35 


(O-l 




24 


Mutante AL7V 








(0-3 




28 




co-2 




54 


40 


(0-1 




18 


Mufeante -ARB7V 








co-3 


14 


35 




co-2 


33 


50 




co-1 


53 


15 


45 


Mutante ARVLF 








co-3 


15 


1 34 
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o>-2 


30 


53 


co-1 


55 


13 





5 Auf fallend bei der Hydroxy lierung von Laurinsaure ist zunachst 
ein Wechsel der Regioselektivitat beim Ubergang vom Wildtyp zu 
P450 BM-3 F87V, das eine co-3-Hydroxylierung bevorzugt kataly- 
siert, ebenso wie P450 BM-3 L7V. Beim Ubergang zur Dreifachmu- 
tante andert sich die Regioselektivitat erneut, P450 BM-3 AL7V, 
10 P450 BM-3 ARL7V und P450 BM-3 ARVLF dirigieren die Hydroxylierung 
bevorzugt in die co-2-Position. 

Alle GC-Analysen zeigen, dass Caprinsaure nur von P450 BM-3 ARVLF 
und P450 BM-3 ARL7V umgesetzt wird, bei den anderen Mutanten 
15 wurde ein Umsatz unter 1 % festgestellt . Beide Enzyme weisen fast 
identische Regioselektivitat , mit der Bevorzugung o-l-Position 
auf. 

Zur Bestimmung der Reaktionsausbeuten wurden Gaschromatogramme 
2 Q von Standards aufgenommen. Als Eduktstandard fand eine Caprin- 
saure- bzw. Laurinsaurelosung mit Dichlormethan als Losungsmittel 
(Konzentration 0,5 mg/ml) Verwendung. Aufgrund der FID-Detekti- 
onsmethode konnen die Peakflachen von Edukt und Produkten nicht 
einfach zueinander ins Verhaltnis gesetzt werden, da Molekiile un- 
25 terschiedlicher Struktur- und Summenf ormel bei der Verbrennung 
unterschiedliche Ionenstrome erzeugen. Diese Ionenstrome sind 
nicht proportional zum Stof fmengenverhaltnis von Edukt und Pro- 
dukten. Als Produkt standard wurde deshalb kauflich erwerbbare 
10 -Hydroxy caprinsaure bzw. 12 -Hydroxy laurinsaure verwendet. Die 
3Q Summenf ormeln der Standards und der Produkte sind gleich, und die 
Struktur unterscheidet sich nur in der Stellung der Hydroxyl- 
gruppe, weshalb bei gleichen Stoffmengen annahernd von gleichen 
detektierbaren Ionenstromen ausgegangen wird. 

35 Bei den Hydroxylierungen von Caprinsaure mit P450 BM-3 ARVLF und 
P4 50 BM-3 ARL7V-Katalyse betrugen die kumulierten Ausbeuten an 
Produkt 57 % bzw. 38 %. Bei den Hydroxylierungen von Laurinsaure 
betrug die Ausbeute bei P4 50 BM-3 ARVLF-Kataiyse bi fcei alien 
anderen Mutanten und dem Wildtyp zwischen 38 % und 40 %. 

40 



45 
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SEQUENZPROTOKOLL 

<110> BASF Aktiengesellschaft 

<120> Modif izierte Cytochrom P450 Monoxygenasen 

<130> M/40434 

<140> 
<141> 

<160> 20 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 3150 
<212> DNA 

<213> Bacillus megaterium 



0> 
r 21> CDS 
<222> (4) . . (3150) 



<400> 1 

atg aca att aaa gaa atg cct cag cca aaa acg ttt gga gag ctt aaa 

Thr He Lys Glu Met Pro Gin Pro Lys Thr Phe Gly Glu Leu Lys 

15 10 15 

aat tta ccg tta tta aac aca gat aaa ccg gtt caa get ttg atg aaa 

Asn Leu Pro Leu Leu Asn Thr Asp Lys Pro Val Gin Ala Leu Met Lys 
2 0 25 30 

att gcg gat gaa tta gga gaa ate ttt aaa ttc gag gcg cct ggt cgt 

He Ala Asp Glu Leu Gly Glu He Phe Lys Phe Glu Ala Pro Gly Arg 
35 40 45 

gta acg cgc tac tta tea agt cag cgt eta att aaa gaa gca tgc gat 

Val Thr Arg Tyr Leu Ser Ser Gin Arg Leu He Lys Glu Ala Cys Asp 
50 55 60 



^^^^ 



^ tea cgc ttt gat aaa aac tta agt caa gcg ctt aaa ttt gta cgt 
u Ser Arg Phe Asp Lys Asn Leu Ser Gin Ala Leu Lys Phe Val Arg 
65 7 0 7 5 

gat ttt gca gga gac ggg tta ttt aca age tgg acg cat gaa aaa aat 
Asp Phe Ala Gly Asp Gly Leu Phe Thr Ser Trp Thr His Glu Lys Asn 
80 " 85 90 95 



48 



96 



144 



192 



240 



288 



tgg aaa aaa gcg cat aat ate tta ctt cca age ttc agt cag cag gca 
Trp Lys Lys Ala His Asn He Leu Leu Pro Ser Phe Ser Gin Gin Ala 
100 105 HO 

atg aaa ggc tat cat gcg atg atg gtc gat ate gee gtg cag ctt gtt 
Met Lys Gly Tyr His Ala Met Met Val Asp He Ala Val Gin Leu Val 
115 120 125 

caa aag tgg gag cgt eta aat gca gat gag cat att gaa gta ccg gaa 
Gin Lys Trp Glu Arg Leu Asn Ala Asp Glu His He Glu Val Pro Glu 
130 ^ 135 140 

gac atg aca cgt tta acg ctt gat aca att ggt ctt tgc ggc ttt aac 
Asp Met Thr Arg Leu Thr Leu Asp Thr He Gly Leu Cys Gly Phe Asn 



336 



384 



432 



480 



145 150 155 

tat cgc ttt aac age ttt tac cga gat cag cct cat cca ttt att aca 528 
Tyr Arg Phe Asn Ser Phe Tyr Arg Asp Gin Pro His Pro Phe lie Thr 
160 165 170 175 

agt- atg~g:tc^Ggt^ca^ck^ ^57 6 

Ser Met Val- ArgwAia>Iseu^sp^G4u^Aaa^Met^Asn ^Lys^lieu^Gan^Arg^Ma 
**L80 11*85 *1*90 

aat cca^gac- gae^scafsgct ?*teatea*ga t^gaa*faac<**a'ag t ^egc *eag. *ttt jsaamgaa 624 
Asn Pro^AspWAsp^Pro**A<l a O^yi^Asp" GluWVsn* hy s^Arg ..GilnfffiBhe^Gln^Glu 
195 200 205 



gat ate aag gtg atg aac gac eta gta gat aaa att att gca gat cgc 

Asp lie Lys Val Met Asn Asp Leu Val Asp Lys lie lie Ala Asp Arg 

210 215 220 

aaa gca age ggt gaa caa age gat gat tta tta acg cat atg eta aac 

s Ala Ser Gly Glu Gin Ser Asp Asp Leu Leu Thr His Met Leu Asn 

225 " 230 235 

gga aaa gat cca gaa acg ggt gag ccg ctt gat gac gag aac att cgc 

Gly Lys Asp Pro <Glu -Thr Gly Glu Pro Leu Asp Asp Glu Asn lie Arg 

240 v 2>45 250 *2*55 




age tac aaa caa gtc aaa cag ctt aaa tat gtc ggc atg gtc tta aac 
er Tyr Lys Gin Val Lys Gin Leu Lys Tyr Val Gly Met Val Leu Asn 
305 310 315 



gaa eta atg 'gtt^ctg att cctneag ctt eac cgt gat- aaa^aca att fegg 
Glu Leu Met Val -Leu Ele^Pro Gin Leu His*vAxg «Asp Lys^Thr Ile^Trp 
355 ~360 365 

gga gac gat gtg gaa gag ttc cgt cca gag cgt ttt gaa aat cca agt 
Gly Asp Asp Val Glu Glu Phe Arg Pro Glu Arg Phe Glu Asn Pro Ser 
370 375 380 

gcg att ccg cag cat gcg ttt aaa ccg ttt gga aac ggt cag cgt gcg 
Ala lie Pro Gin His Ala Phe Lys Pro Phe Gly Asn Gly Gin Arg Ala 
385 390 395 

tgt ate ggt cag cag ttc get ctt cat gaa gca acg ctg gta ctt ggt 



672 



720 



768 



tat caa att att aca ttc tta. att g^g r .jga^Gac.,gaa^acawapa^a;gt?<ggt 816 
Tyr Gin lie Ile^hr^Phe. Leu frle A»la^G4^Hds~m 

im60 -^265 - 270 

ctt tta tea ttt<r.gcg~etg*teat^ %864 
Leu Leu Ser Phe-Ala rBeu^Tyr Bhe^Ifeu*Val ^BysWsi^P.rc^Ms Val^-Leu 
27 5 2-8 0 ~28 5 

caa aaa gca gca^gaa^gaa^ca^gca^cga^gtt "eta^ g>td -gat cet^gtt^eca 912 
Gin Lys Ala Ala Glu Glu Ala Ala Arg Val Leu Val Asp Pro Val Pro 
290 295 300 



960 



1008 



■aa gcg ctg cgc tta tgg cca act get cct gcg ttt tec eta tat gca 
Glu Ala Leu Arg Leu Trp Pro Thr Ala Pro Ala Phe Ser Leu Tyr Ala 
320 325 330 335 

aaa gaa gat acg gtg ctt gga gga gaa tat cct tta gaa aaa ggc gac 1056 
Lys Glu Asp Thr Val -Leu Gly Gly .Glu Tyr Pro Leu Glu Lys Gly Asp 
.34 U 3^5 350 



1104 



1152 



1200 



1248 



26 



Cys lie Gly Gin Gin Phe Ala Leu His Glu Ala Thr Leu Val Leu Gly 

400 405 410 415 

atg atg eta aaa cac ttt gac ttt gaa gat cat aca aac tac gag ctg 1296 

Met Met Leu Lys His Phe Asp Phe Glu Asp His Thr Asn Tyr Glu Leu 
420 425 430 

gat att aaa gaa act tta acg tta aaa cct gaa ggc ttt gtg gta aaa 1344 

Asp He Lys Glu Thr Leu Thr Leu Lys Pro Glu Gly Phe Val Val Lys 
4 35 440 445 

gca aaa teg aaa aaa att ccg ctt ggc ggt att cct tea cct age act 1392 

Ala Lys Ser Lys Lys He Pro Leu Gly Gly He Pro Ser Pro Ser Thr 
450 455 460 




gaa cag tct get aaa aaa gta cgc aaa aag gca gaa aac get cat aat 
Glu Gin Ser Ala Lys Lys Val Arg Lys Lys Ala Glu Asn Ala His Asn 
465 470 475 

g ccg ctg ctt gtg eta tac ggt tea aat atg gga aca get gaa gga 
£ Pro Leu Leu Val Leu Tyr Gly Ser Asn Met Gly Thr Ala Glu Gly 
b 485 490 495 

acg gcg cgt gat tta gca gat att gca atg age aaa gga ttt gca ccg 
Thr Ala Arg Asp Leu Ala Asp lie Ala Met Ser Lys Gly Phe Ala Pro 
500 505 510 

cag gtc gca acg ctt gat tea cac gee gga aat ctt ccg cgc gaa gga 
Gin Val Ala Thr Leu Asp Ser His Ala Gly Asn Leu Pro Arg Glu Gly 
515 520 525 

get gta tta att gta acg gcg tct tat aac ggt cat ccg cct gat aac 
Ala Val Leu He Val Thr Ala Ser Tyr Asn Gly His Pro Pro Asp Asn 
530 535 540 

gca aag caa ttt gtc gac tgg tta gac caa gcg tct get gat gaa gta 
Ala Lys Gin Phe Val Asp Trp Leu Asp Gin Ala Ser Ala Asp Glu Val 

^ - r- c c r\ c: c c 



545 550 555 



# 



act acg tat caa aaa gtg cct get ttt ate gat gaa acg ctt gec get 
Thr Thr Tyr Gin Lys Val Pro Ala Phe lie Asp Glu Thr Leu Ala Ala 
580 585 590 

aaa ggg gca gaa aac ate get gac cgc ggt gaa gca gat gca age gac 
Lys Gly Ala Glu Asn lie Ala Asp Arg Gly Glu Ala Asp Ala Ser Asp 



1440 



1488 



1536 



1584 



1632 



1680 



aa ggc gtt cgc tac tec gta ttt gga tgc ggc gat aaa aac tgg get 1728 
K Gly Val Arg Tyr Ser Val Phe Gly Cys Gly Asp Lys Asn Trp Ala 

565 570 575 



1776 



1824 



595 600 605 



gac ttt gaa ggc aca tat 
Asp Phe Glu Gly Thr Tyr 
610 

gta gca gee tac ttt aac 
Val Ala Ala Tyr Phe Asn 
625 

tct act ctt tea ctt caa 
Ser Thr Leu Ser Leu Gin 
640 645 



gaa gaa tgg cgt gaa cat 
Glu Glu Trp Arg Glu His 
615 

etc gac att gaa aac agt 
Leu Asp He Glu Asn Ser 
630 635 

ttt gtc gac age gee gcg 
Phe Val Asp Ser Ala Ala 
650 



atg tgg agt gac 1872 

Met Trp Ser Asp 

620 

gaa gat aat aaa 1920 
Glu Asp Asn Lys 



gat atg ccg ctt 1968 
Asp Met Pro Leu 
655 



gcg aaa atg cac ggt gcg ttt tea acg aac gtc gta gca age aaa gaa 
Ala Lys Met His Gly Ala Phe Ser Thr Asn Val Val Ala Ser Lys Glu 
660 665 670 



2016 



ctt caa cag cca ggc agt gca cga age acg cga cat ctt gaa att gaa 
Leu Gin Gin Pro Gly Ser Ala Arg Ser Thr Arg His Leu Glu lie Glu 

-. -6-7 5 -**j68.0 ^6,85 

ctt cca aaa gaa; get tct tatXcaa -gaa^gga *gat^eat ,t*ta ./ggt gtt* att 
Leu Pro Lys.~Glu~Ala iSer Tyf. Gin GluTCGly Asp His Leu Gly Val lie 
, 690 695 7,00 

cct cgc aac tat gaa gga ata gta aac cgt gta aca gca agg ttc ggc 
Pro Arg Asn Tyr Glu Gly lie Val Asn Arg Val Thr Ala Arg Phe Gly 
705 " 710 715 

eta gat gca tea cag caa ate cgt ctg gaa gca gaa gaa gaa aaa tta 
Leu Asp Ala Ser Gin Gin He Arg Leu Glu Ala Glu Glu Glu Lys Leu 
720 725 730 735 

P cat ttg cca etc get aaa aca gta tec gta gaa gag ctt ctg caa 
£ His Leu Pro Leu Ala Lys Thr Val Ser Val Glu Glu Leu Leu Gin 
740 745 750 

tac gtg gag ctt eaa*gat cct-gtt acg v (sgc4apg^ag^ctt^egcapgca-atg 
Tyr Val Glu Leu* Gln. Asp 'Pro Val Thr Arg^Thr Gin Leu- Arg Ala^iMet 
755 7 60 ^7 65 

get get aaa acg£ gtc,£tgc 

Ala Ala Lys Thr ^Val^Cys^Prd^Prd- His Kys^Val- Glu^Keu^G'lu^A*la-Leu 
770 '"' 7:75 7J80 

ctt gaa aag eaa. gee tac^aaa^gaa ,caa gtg ctg. gca a'aa^cgt' tta^aca 
Leu Glu Lys GlnUAla**:Tyr* Lys^Glu- .Gln"*Val Leu^Ala^Bys^Arg. Le«hr 
785 *-7*90 *7'95 




atg ctt gaa ctg ctt gaa aaa tac ccg gcg tgt gaa atg aaa ttc age 
Met Leu Glu Leu Leu Glu Lys Tyr Pro Ala Cys Glu Met Lys Phe Ser 
800 805 810 815 



ttt ate gec ctt ctg cca age ata cgc ccg cgc tat tac teg att 
Phe He Ala Leu Leu Pro Ser He Arg Pro Arg Tyr Tyr Ser He 
820 825 830 



2064 



2112 



2160 



2208 



2256 



2304 



2352 



2 4 00 



2448 



2496 



tct tea tea cct cgt gtc gat gaa aaa caa gca age ate acg gtc age 2544 

Ser Ser Ser Pro Arg Val Asp Glu Lys Gin Ala Ser He Thr Val Ser 
835 " 840 845 

gtt gtc tea gga* gaa gcg tgg ago gga tat yya yaa Lab -aaa^gga att 2592 

Val Val Ser GlyT-Glu Ala Trp Ser Gly Tyr Gly Glu Tyr *I*ys : Gly He 



850 



855 



860 



gcg teg aac tat ctt gee gag ctg caa gaa gga- gat acg att acg tgc 
Ala Ser Asn Tyr Leu Ala Glu Leu Gin Glu Gly Asp Thr He Thr Cys 
865 870 875 

ttt att tec aca ccg cag tea gaa ttt acg ctg cca aaa gac cct gaa 
Phe He Ser Thr Pro Gin Ser Glu Phe Thr Leu Pro Lys Asp Pro Glu 
880 885 890 895 

acg ccg ctt ate atg gtc gga ccg gga aca ggc gtc gcg ccg ttt aga 
Thr Pro Leu He Met Val Gly Pro Gly Thr Gly Val Ala Pro Phe Arg 
900 905 910 



2640 



2688 



2736 



28 



ggc ttt gtg cag gcg cgc aaa cag eta aaa gaa caa gga cag tea ctt 
Gly Phe Val Gin Ala Arg Lys Gin Leu Lys Glu Gin Gly Gin Ser Leu 
915 ~ 920 925 

gga gaa gca cat tta tac ttc ggc tgc cgt tea cct cat gaa gac tat 
Gly Glu Ala His Leu Tyr Phe Gly Cys Arg Ser Pro His Glu Asp Tyr 
930 935 940 

ctg tat caa gaa gag ctt gaa aac gee caa age gaa ggc ate att acg 
Leu Tyr Gin Glu Glu Leu Glu Asn Ala Gin Ser Glu Gly lie lie Thr 
945 950 955 



cag l-qi- y >-w ^ <3 r» — ~j z» - - ■ j> 

• Gin His Val Met Glu Gin Asp Gly Lys Lys Leu He Glu Leu Leu Asp 
} 980 985 990 



^Tln 



cga tac gca aaa gac gtg tgg get ggg taa 
Arg Tyr Ala Lys Asp Val Trp Ala Gly 
1040 1045 



2784 



2832 



2880 



ctt cat ace get ttt tct cgc atg cca aat cag ccg aaa aca tac gtt 2928 
Leu His Thr Ala Phe Ser Arg Met Pro Asn Gin Pro Lys Thr Tyr Val 
960 965 970 975 



cac gta atg gaa caa gac ggc aag aaa ttg att gaa ctt ctt gat 2976 



gga gcg cac ttc tat att tgc gga gac gga age caa atg gca cct 3024 
Gly Ala His Phe Tyr lie Cys Gly Asp Gly Ser Gin Met Ala Pro 
995 1000 1005 



3072 



gee gtt gaa gca acg ctt atg aaa age tat get gac gtt cac caa gtg 

Ala Val Glu Ala Thr Leu Met Lys Ser Tyr Ala Asp Val His Gin Val 
1010 1015 1020 

agt gaa gca gac get cgc tta tgg ctg cag cag eta gaa gaa aaa ggc 3120 

Ser Glu Ala Asp Ala Arg Leu Trp Leu Gin Gin Leu Glu Glu Lys Gly 
1025 1030 1035 



3150 



<210> 2 
<C211> 1048 
2> PRT 

3> Bacillus megaterium 



<400> 2 

Thr lie Lys Glu Met Pro Gin Pro Lys Thr Phe Gly Glu Leu Lys Asn 
1 5 10 15 

Leu Pro Leu Leu Asn Thr Asp Lys Pro Val Gin Ala Leu Met Lys lie 
2D 2-5 3-0 

Ala Asp Glu Leu Gly Glu He Phe Lys Phe Glu Ala Pro Gly Arg Val 
35 40 45 

Thr Arg Tyr Leu Ser Ser Gin Arg Leu He Lys Glu Ala Cys Asp Glu 
50 55 60 

Ser Arg Phe Asp Lys Asn Leu Ser Gin Ala Leu Lys Phe Val Arg Asp 
65 * 70 75 80 

Phe Ala Gly Asp Gly Leu Phe Thr Ser Trp Thr His Glu Lys Asn Trp 
85 90 95 



Lys 



Lys Ala His Asn He Leu Leu Pro 



Ser Phe Ser Gin Gin Ala Met 



29 



100 105 110 

Lys Gly Tyr His Ala Met Met Val Asp lie Ala Val Gin Leu Val Gin 
115 120 125 

Lys Trp Glu Arg Leu Asn Ala Asp Glu His lie Glu Val Pro Glu Asp 
—130 „135 ^140 

Met Thr~«Arg Leu^Thr^Leu^Asp^Thr ^l&Gly^Ljeu-^y^Giy^he^ftsnr Tyr 
14 5 *1«50 i>55 i-60 

Arg Phe^Asn^Sei^Bhe^Tyr^Arg^Asp Gln^Pro>His**ProirPhe He^Thr Ser 
165 170 175 

Met Val Arg Ala Leu Asp Glu Ala Met Asn Lys Leu Gin Arg Ala Asn 
180 185 190 

Pro Asp Asp Pro Ala Tyr Asp Glu Asn Lys Arg Gin Phe Gin Glu Asp 
195 200 205 

Lys Val Met Asn Asp Leu Val Asp Lys He He Ala Asp Arg Lys 
210 215 220 

Ala Ser Gly Glu Gin Ser Asp Asp Leu Leu Thr His Met Leu Asn Gly 
225 2-30 ^235 -*fc4 0 

Lys Asp Pro Glu^Tvhr Gly Glu^Ero Leu^AspVAsp Glu^sn^Ile ArgVTyr 
£S2'4 5 i?»50 ~25 5 

Gin He He Thr?«EheM5eu 

2 60 2»2 f 65 * 2*7.0 

Leu Ser Phe- A-lat Leu Tyr*Bhe Leu Wal >Eys%Asn^Ero His yaU*]seu«.Gln 
27 5 '280 i^'85 

Lys Ala Ala Glu Glu Ala Ala Arg Val Leu Val Asp Pro Val Pro Ser 
290 295 300 

Tyr Lys Gin Val Lys Gin Leu Lys Tyr Val Gly Met Val Leu Asn Glu 
05 310 315 320 




Leu Arg Leu Trp Pro Thr Ala Pro Ala Phe Ser Leu Tyr Ala Lys 
325 330 335 



Glu Asp Thr Val Leu Gly Gly Glu Tyr Pro Leu Glu Lys Gly Asp Glu 
340 345 350 

Leu Met Val Leu lie Pro Gin Leu*His^Arg«*Asp Lys. Thr Tie 3Vrp,,Gly 
"353 " : —fGO : — 

Asp Asp Val Glu Glu 'Phe *Arg*'Pro Glu**Arg Phe G*lu Asn €-ro -Ser .Ala 

37 0 3-7 5 *3»80 

He Pro Gin His Ala Phe Lys Pro Phe Gly Asn Gly Gin Arg Ala Cys 
385 390 395 400 

He Gly Gin Gin Phe Ala Leu His Glu Ala Thr Leu Val Leu Gly Met 
405 410 415 

Met Leu Lys His Phe Asp Phe Glu Asp His Thr Asn Tyr Glu Leu Asp 
420 425 430 



He Lys Glu Thr 



Leu Thr Leu Lys Pro Glu 



Gly Phe Val Val Lys Ala 



30 



435 440 445 

Lys Ser Lys Lys He Pro Leu Gly Gly He Pro Ser Pro Ser Thr Glu 
450 455 460 

Gin Ser Ala Lys Lys Val Arg Lys Lys Ala Glu Asn Ala His Asn Thr 
465 * 470 475 480 

Pro Leu Leu Val Leu Tyr Gly Ser Asn Met Gly Thr Ala Glu Gly Thr 
485 490 495 

Ala Arg Asp Leu Ala Asp He Ala Met Ser Lys Gly Phe Ala Pro Gin 
500 505 510 

Val Ala Thr Leu Asp Ser His Ala Gly Asn Leu Pro Arg Glu Gly Ala 
515 520 525 

Val Leu He Val Thr Ala Ser Tyr Asn Gly His Pro Pro Asp Asn Ala 
530 535 540 



Gin Phe Val Asp Trp Leu Asp Gin Ala Ser Ala Asp Glu Val Lys 
550 555 560 




Glv Val Arg Tyr Ser Val Phe Gly Cys Gly Asp Lys Asn Trp Ala Thr 
565 570 575 

Thr Tyr Gin Lys Val Pro Ala Phe He Asp Glu Thr Leu Ala Ala Lys 
580 585 590 

Gly Ala Glu Asn He Ala Asp Arg Gly Glu Ala Asp Ala Ser Asp Asp 
595 600 605 

Phe Glu Gly Thr Tyr Glu Glu Trp Arg Glu His Met Trp Ser Asp Val 
610 " 615 620 

Ala Ala Tyr Phe Asn Leu Asp He Glu Asn Ser Glu Asp Asn Lys Ser 
625 630 635 640 

Thr Leu Ser Leu Gin Phe Val Asp Ser Ala Ala Asp Met Pro Leu Ala 
645 650 655 

Is Met His Gly Ala Phe Ser Thr Asn Val Val Ala Ser Lys Glu Leu 
660 665 670 

Gin Gin Pro Gly Ser Ala Arg Ser Thr Arg His Leu Glu He Glu Leu 
675 680 685 

Pro Lys Glu Ala Ser Tyr Gin Glu Gly Asp His Leu Gly Val He Pro 
6-gU 6^5 ^ 

Arq Asn Tyr Glu Gly He Val Asn Arg Val Thr Ala Arg Phe Gly Leu 
705 710 715 720 

Asp Ala Ser Gin Gin He Arg Leu Glu Ala Glu Glu Glu Lys Leu Ala 
725 730 735 

His Leu Pro Leu Ala Lys Thr Val Ser Val Glu Glu Leu Leu Gin Tyr 
740 745 750 

Val Glu Leu Gin Asp Pro Val Thr Arg Thr Gin Leu Arg Ala Met Ala 
755 760 765 

Ala Lys Thr Val Cys Pro Pro His Lys Val Glu Leu Glu Ala Leu Leu 



770 775 780 

Glu Lys Gin Ala Tyr Lys Glu Gin Val Leu Ala Lys Arg Leu Thr Met 
785 790 795 800 

Leu Glu Leu Leu Glu Lys Tyr Pro Ala Cys Glu Met Lys Phe Ser Glu 
805 810 815 

Phe lie Ala. Leu*Leu Pro^Ser^IlemArg^roWArg^Tyr 3Vyr -S.er ,Ile.^Ser 
820 **B l 25 ^8 30 

Ser Ser Pro Arg^al%Asp>^Glu^Lys *G*ln^ Ala**Ser Me. Thr -Val^Ser-#iVal 
835 840 845 

Val Ser Gly Glu Ala Trp Ser Gly Tyr Gly Glu Tyr Lys Gly He Ala 
8 50 855 860 

Ser Asn Tyr Leu Ala Glu Leu Gin Glu Gly Asp Thr He Thr Cys Phe 
865 870 875 880 

Ser Thr Pro Gin Ser Glu Phe Thr Leu Pro Lys Asp Pro Glu Thr 
885 890 895 

Pro Leu lie Met *Val** Gly Pro Gly <Thr^-Gly Val Ala Pro Phe Arg Qly 
900 ^905 S910 

Phe Val Gin Ala^Arg^hys .Gln.*fceu Lys-Glu> G<Lht Gly Gin- Ser Leu G*y 
915 **920 ^925 

Glu Ala His Leu 1 Tyr^BheTm^^ 

930 ff935 *%9:4 0 

Tyr Gin Glu Glu^Leu. Glu ^Asn A^la^Glrr^Ser^ Glu* Gly He I-le^Thf^Iseu 
945 -'950 ^955 ^60 

His Thr Ala Phe Ser Arg Met Pro Asn Gin Pro Lys Thr Tyr Val Gin 
965 970 975 

His Val Met Glu Gin Asp Gly Lys Lys Leu He Glu Leu Leu Asp Gin 
980 985 990 




Ala His Phe Tyr lie Cys Gly Asp Gly Ser Gin Met Ala Pro Ala 
995 1000 1005 



Val Glu Ala Thr Leu Met Lys Ser Tyr Ala Asp Val His Gin Val Ser 
1010 1015 1020 

Glu Ala Asp -Ala-- Arg *Leu^ Trp -Leu -Gln^Gln *Leu> Glu , Glu -Lys Gly Arg 
"025 " " 1UJU 1*035 



Tyr Ala Lys >Asp aWal ^Trp^Ala^Gly 
•104 5 



<210> 3 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR-Primer 




<400> 3 

gcaggagacg ggttgnnnac aagctggacg 30 



<210> 4 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 4 

cgtccagctt gtnnncaacc cgtctcctgc 



<210> 5 
<211> 34 
<212> DNA 

13> Kunstliche Sequenz 

mr- 20> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 5 

gaagcaatga acaagnnnca gcgagcaaat ccag 34 




<210> 6 
<211> 34 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 6 

ctggatttgc tcgctgnnnc ttgttcattg cttc 

•kl0> 7 

lLl> 41 

212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR-Primer 



<4 00> 7 ~ 

gctttgataa aaacttaaag tcaannnctt aaatttgtac g 



<210> 8 
<211> 40 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR-Primer 



<400> 8 

cgtacaaatt taagnnnttg acttaagttt ttatcaaagc 



40 




<210> 9 
<211> 37 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<22 3> -Beschre&biang*^^ :^RGR^Rr+imer 
<400> 9 

g 1 1 a tt aa a c * a caga^a a n^nng 1 t e aa gc t tetega<t g 




<210> 10 
<211> 37 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

23> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR-Primer 

^'oo> 10 

catcaaagct tgaacnnntt tatctgtgtt taataac 37 

<210> 11 
<211> 37 
<212> DNA 

<213> KunstliGhe^Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung- der kuns t lCi^ehen^Seiquenz i^PtR-Pri'mer 
<400> 11 

gttattaaac a^a'g'a^awa c *'G'gnnn ea f agc * tt-t'ga«t g 37 

<210> 12 
<211> 37 
£212> DNA 

3> Kunstliche Sequenz 



20> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 12 

catcaaagct tgnnncggtt tatctgtgtt taataac 37 



<210> 13 
<211> 33 
<212> DNA 

<213> Kunstliche^ Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 13 

cgaggcgcct ggtnnngtaa cgcgctactt ate 33 



<210> 14 
<211> 33 




<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 14 

gataagtagc gcgttacnnn accaggcgcc teg 33 



<210> 15 
<211> 34 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 



<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR-Primer 




<400> 15 

tggtcgtg taacgegenn nttatcaagt cage 34 



^210> 16 
<211> 34 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 



<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 16 

gctgacttga taannngege gttacacgac cagg 



<210> 17 
<211> 40 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
£220> 

3> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR-Primer 
00> 17 

gctttgataa aaacttannn caagegctta aatttgtacg 40 




<210> 18 
<211> 40 

<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 



<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 18 

cgtacaaatt taagcgcttg nnntaagttt ttatcaaagc 



<210> 19 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Kunstliche 



Sequenz 
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<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 19 

ggcgacgaac tannngttct gattcctcag 



<210> 20 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Kunstli'ehe^Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 20 

ctgaggaatc agaacnnnta gttcgtcgcc 
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Patentanspruche 

1. Modif izierte Cytochrom P450 Monooxygenase, welche durch orts- 
5 spezifische Mutagenese ihres Substrat-bindenden Bereichs im 

Vergleich zum Wildtyp ein verandertes Substratprof il bei der 
terminalen und/oder subterminalen enzymatischen Hydroxylie- 
rung von aliphatischen Carbonsauren zeigt. 

10 2. Monooxygenase nach Anspruch 1, abgeleitet von Cytochrom P450 
Monooxygenasen bakteriellen Ursprungs. 

3, Monooxygenase nach Anspruch 2, abgeleitet von Cytochrom P450 
Monooxygenase BM-3 aus Bacillus megaterium mit einer Amino- 

15 sauresequenz gemafl SEQ ID NO: 2, welche wenigstens eine funk- 

tionale Mutation in einem der folgenden Aminos auresequenzbe- 
reiche aufweist: 24-28, 45-51, 70-72, 73-82, 86-88, 172-224 
und 352-356, mit der MaBgabe, dass mehr als einer dieser Be- 
reiche mutiert ist, wenn das Enzym die Mutation F87A tragt. 

20 

4. Monooxygenase nach Anspruch 3, enthaltend wenigstens je eine 
funktionale Mutation in den Aminosauresequenzbereichen 86-88 
und 172-224. 

25 5. Monooxygenase nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet , dass 

sie wenigstens eines der folgenden Aminosauresubstitutionsmu- 
ster aufweist: 






a) 


F87V; 




30 


b) 


F87A 


L188K; 




c) 


F87V 


L188K; 




d) 


F87A 


L188K A74G; 




e) 


F87V 


L188K A74G; 




f) 


F87A 


L188K A74G R47F; 


35 


g) 


F87V 


L188K A74G R47F; 




h) 


F87A 


L188K A74G R47F V26T; Oder 




i) 


F87V 


L188K A74G R47F V26T; 



40 



sowie funktionale Aquivalente davon. 
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6. Monooxygenase nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass 
sie eine einzelne der folgenden Aminosauresubstitutionen 
aufweist : 



10 



a) V26T f 

b) _ W7F f 

c) r S72G, 

d) A7i4G f 

e) ~F87V, 

f ) L188z, worin z fiir eine Aminosaure, ausgewahlt unter K, 
R, W, Q, N, G f A und S steht; und 

g) M354T; 




15 



20 



sowie funktionale Aquivalente davon. 

Nukleinsauresequenz kodierend fiir eine Monooxygenase nach ei- 
nem der yorherigen Anspriiche. 

Expr e s s ion s ko n s tr.uk t , enthaltend unter^der^gehetischen Kon- 
trolle regulat iver^ Nukleinsauresequen^en eine ..kodierende Se- 
quenz , welche ^eine^Nukleinsaures 7 um- 

fasst . 



9. Vektor , .Jumf assend wenigstens ein Expressionskonstrukt nach 
25 Arfepruclv 8. 




10. Rekombinaftter Mikrobrganismus f trahi^f brmiert mit wenigstens 
einem Vektor nach Anspruch 9 . 

30 11. Mikroorganismus nach Anspruch 10 , ausgewahlt unter Bakterien 
der Gattung Escherichia. 

12 . Verf ahren zur enzymatischen Herstellung von terminal oder 
subterminal hydroxy lierten aliphatischen Carbonsauren, da- 
35 durch gekennzeichnet , dass man 



al):;,einen rekombinanten Mikroorganismus nach Anspruch 10 oder 

11 in Gegenwart eines Kulturmediums das,_die wenigstens 
eine hydroxylierbare Carbonsaure oder wenigstens ein hy- 
40 -.droxylierbares Carbonsaurederivat kultiviert; oder 

a2) ein Reaktionsmedium, enthaltend wenigstens eine hydroxy- 
lierbare Carbonsaure oder wenigstens ein hydroxylierbares 
Carbonsaurederivat, mit einem Enzym nach einem der An- 
45 spriiche 1 bis 6 inkubiert; und 
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3 

b) das gebildete hydroxylierte Produkt aus dem Medium iso- 
liert . 

13. Verfahren nach Anspruch 12 , dadurch gekennzeichnet , dass man 
5 als hydroxylierbare Carbonsaure eine C8-C30-Monocarbonsaure 

oder ein Derivat davon einsetzt. 

14. Verfahren nach Anspruch 13 f dadurch gekennzeichnet, dass man 
als hydroxylierbare Carbonsaure eine C8-Ci2-Monocarbonsaure 

10 oder ein Derivat davon und als Monooxygenase eine Mutante ge- 

mafl Anspruch 5 einsetzt. 

15. Verfahren nach Anspruch 13 , dadurch gekennzeichnet, dass man 
als hydroxylierbare Carbonsaure eine Ci 2 -C 30 -Monocarbonsaure 

15 oder ein Derivat davon und als Monooxygenase eine Mutante 

ausgewahlt unter den Einf achmutanten F87A, F87V, V2 6T f S72G, 

A74G und M354T, und den Mehrf achmutanten 

F87A L188K A74G R47F; 

F87V L188K A74G R47F; 
20 F87A L188K A74G R47F V26T; Oder 

F87V L188K A74G R47F V26T; 

einsetzt . 

16. Verfahren nach einem der Ansprliche 12 bis 15, dadurch gekenn- 
25 zeichnet, dass man die Reaktion in Gegenwart eines Elektro- 

nendonors oder Reduktionsaquivalents durchfuhrt. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Elektronendonor oder das Reduktionsaquivalent ausgewahlt ist 

30 unter NADH, NADPH und Zn/Co( III ) sepulchrat . 
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Z usammen f as s ung 

Die vorliegende Erfindung betrifft modif izierte Cytochrom 
5 P450-Monooxygenasen mit veraridertem Substratprof il, dafvir kodie- 
VKendelK^tf^ Vektoren, 
^rekombinante^MikPOO^ganismen ^weleher-diese^ek^fepcenv enthalten so- 
«• wie^e^f^ah-Eent^zui^iff^kro oder 
tefeian&naltofcyto 



10 




20 



25 



30 




35 



40 



45 



M/40434 





• 






F87V 

L188K 

A74G 






R47F 
V26T 





Fig. 1 



